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RESUMEN

El glaciar Jorge Montt, ubicado al norte del Campo de Hielo Sur, ha experimentado uno de los mas
drasticos retrocesos en el ultimo siglo. Para determinar el impacto del flujo de agua de deshielo sobre la
distribucion de moléculas organicas, se analizd la composicion y distribucion de esteroles en el fiordo
adyacente al glaciar Montt. Se realizaron cuatro campafias oceanograficas entre 2012 y 2013 que
incluyen periodos contrastantes de flujo de agua de deshielo. La abundancia y composicién de esteroles
fue determinada por Cromatografia de Gas acoplada a Espectrometria de Masa. La distribucion de
salinidad y temperatura en la columna de agua evidenciaron la presencia de una capa de agua de
deshielo fria (< 9 °C) y dulce (< 10 psu) que se extendio entre los 4 y 10 m de profundidad durante los
diferentes periodos estudiados. Bajo la capa superficial un aumento en la salinidad y temperatura
reflejo la menor influencia de agua dulce y por lo tanto una transicion hacia aguas mas marinas (26 a
34 psu). Variaciones estacionales fueron observadas en la extension vertical y horizontal de la capa
superficial de agua de deshielo proveniente del glaciar Jorge Montt. Asi, en abril del 2012, esta capa
fria (0.7- 3 °C) vy de baja salinidad (2 - 5 psu) alcanz6 4 m de espesor y se extendidé hasta
aproximadamente 26 km desde la boca del glaciar hasta el canal Baker, lo que fue interpretado como
un escenario de mayor derretimiento glaciar. Contrario a esto el periodo de noviembre presentd una
mayor temperatura superficial (hasta 11°C) y una mayor salinidad superficial (hasta 7 psu) y se

interpretd como el escenario de menor deshielo.

Se identificaron en total 17 moléculas diferentes de esteroles durante el periodo estudiado. La
concentracion de esteroles en la columna de agua en todas las camparias vari6 entre 35,3y 1726,2 ng L’
! estos valores se encuentran dentro del rango reportado para sistemas de altas latitudes como lagos de
la antartica y el océano austral. La mayor concentracion de esteroles se observo en el mes de Marzo
2013 y coincidi6 con las maximas concentraciones de clorofila-a, mientras que la menor concentracion
se observd en ese mismo periodo en area del canal Baker, en el sitio mas alejado del frente del glaciar.
Se observd una correlacién positiva significativa entre clorofila-a y la concentracion de esteroles, por el

contrario la salinidad mostré una correlacion negativa con la abundancia de esteroles.

La composicién de esteroles se caracterizd por una predominancia de colesterol (colesta-5-en-3-
ol, C»7A°), Brasicasterol (24-metil-colest-5,22-dien-3B-ol, CsA> %), Metileno-colesterol (24-metilene-
colest-5-en-3B-ol, CoA> 2*®®), B-sitosterol, B-sitostanol (24-etil-colesterol, CooA>+ CeA®) y Fucosterol
(Stigmasta-5,24(28)-dien-3p-ol, CxeA®> %)) los cuales representaron mas del 70 y hasta 90 % en los
periodos estudiados. La composicion de esteroles varié estacionalmente, asi en otofio (considerado el
periodo de mayor deshielo) dominé B-sitosterol (alrededor del 50%) el cual ha sido identificado como
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indicador de aporte terrigeno por tener su origen en plantas vasculares. En el periodo de menor deshielo
fucosterol, un esterol identificado solo en organismos marinos, constituyd un 40% del total de
esteroles, lo que sugiere la prevalencia de componentes autoctonos en épocas del afio con menor
influencia glaciar. En marzo de 2013, el periodo de mayor concentracion de esteroles y clorofila-a,
metileno-colesterol fue el esterol predominante. Esta molécula ha sido identificada en microalgas
marinas del grupo de las diatomeas. En agosto 2013, brasicasterol, también considerado un marcador
de microalgas marinas y diatomeas, representd una mayor fraccion en la zona cercana al glaciar,

mientras que en la zona del canal Baker el B-sitosterol fue predominante.

Nuestros resultados sugieren que la biomasa de fitoplancton (clorofila-a) contribuiria
mayormente a la abundancia de esteroles en el fiordo adyacente al glaciar Jorge Montt durante el
periodo de verano. Durante épocas de mayor deshielo se observd un aumento de la concentracion de -
sitosterol (50%) en la zona del fiordo adyacente al glaciar, lo que indica una predominancia de
esteroles que provienen de plantas vasculares. Esto sugiere que una fraccion importante del material
organico proveniente de eucariontes descargado por el agua de deshielo tendria una sefial terrigena, y
por el contrario en los periodos de menor deshielo la sefial de esteroles de origen marino (metileno-
colesterol y fucosterol) se hace mas importante, lo que sugiere una predominancia de materia organica

de origen autdctono (microalgas).

Considerando que el material terrigeno (en particular plantas) es considerado menos
biodisponible que aquel producido in situ por microalgas, sugerimos que un eventual escenario de
mayor deshielo puede modificar la biodisponibilidad de sustratos organicos y por lo tanto impactar la

actividad heterotrofica y la composicién de la comunidad microbiana de los fiordos patagénicos

Esta investigacion fue financiada por el PROYECTO FONDECYT N°11110515, el Programa
COPAS Sur-Austral (PFB-31) y Programa beca CONICYT para magister en chile.



ABSTRACT

Jorge Montt glacier, located north of the Southern Ice Field, has experienced one of the most
dramatic retreats in the last century. To determine the impact of the meltwater flux on the
distribution of organic molecules, the composition and distribution of sterols in the fjord adjacent
to Jorge Montt glacier was analyzed. Four oceanographic cruises were carried out between 2012
and 2013 during contrasting periods of meltwater flux. The abundance and composition of sterol
was determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The distribution of
temperature and salinity in the water column showed the presence of a cold (<9 ° C) and
freshwater (<10 psu) layer between 4 and 10 m depth in all seasons. Below surface layer, salinity
(26 to 34 psu) and temperature increased, evidencing the presence of marine waters in deeper
strata of the fjord basin. Seasonal variations were observed in vertical and horizontal extension of
the surface meltwater layer. Thus, in April 2012, this cold (0.7- 3 ° C) and low salinity (2-5 psu)
surface layer reached 4 m depth and extended to approximately 26 km from the head of the fjord
to the Baker channel, it was interpreted as a scenario of increased glacial melting. Contrary to
that, in November higher surface temperature (up to 11 ° C) and salinity (up to 7 psu) was

interpreted as lower melting scenario.

A total of 17 sterols were identified during the period studied. Sterol concentration in the
water column ranged between 35.3 and 1726.2 ng L™ during the study period, these values were
in the range of those reported for high latitude systems such as Antarctic lakes and Southern
Ocean. The highest concentration of sterols was observed in March 2013 and coincided with high
concentrations of chlorophyll-a, while the lowest concentration was observed in the same period
in Baker channel. A significant positive correlation between chlorophyll-a concentration and
sterols was observed, in contrast salinity showed a negative correlation with the abundance of
sterols.

Sterol composition was characterized by a predominance of cholesterol (cholesta-5-en-3p-ol,
C,7A°), brassicasterol (24-methyl-cholest-5,22-dien-3p-ol, C,sA°,), methylene- cholesterol (24-
Metilene-cholest-5-en-3B-ol, CsA> 24 @) Bsitosterol, B-sitostanol (24-ethyl-cholesterol, CoeA® +
C1eA°) and fucosterol (Stigmasta-5,24 (28) -diene-3B-ol, CoA> % @) which accounted for more
than 70 and 90% during certain periods. Sterol composition varied seasonally, with a
predominance of B-sitosterol (about 50%) in autumn (considered the greatest period of melting),
since their source in vascular plants B-sitosterol is considered an indicator of terrigenous

contribution. In the period of low meltwater flux, fucosterol, a sterol found only in marine
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organisms, represented 40% of total sterols, suggesting the prevalence of autochthonous
components. In March 2013, the period of highest concentration of sterols and chlorophyll-a, the
methylene-cholesterol predominated, which is considered representative of diatoms. In August
2013, brassicasterol, also considered a marker of marine microalgae and diatoms, represented a
significant fraction of sterols in the area near to the glacier, while in the area of the canal Baker [3-

sitosterol predominated.

Our results suggest that phytoplankton biomass (chlorophyll-a) contribute mostly to the
abundance of sterols in the fjord adjacent to Jorge Montt glacier during the summer. Under high
melting scenario an increase of B-sitosterol concentration (50%) in the area adjacent to glacial
fjord was observed, indicating a predominance of sterols derived from vascular plants. These
results suggest that a significant fraction of organic material from eukaryote discharged by
meltwater would have a terrigenous source, whereas in periods of low melting sterols had mostly
a marine origin (methylene-cholesterol and fucosterol), suggesting a predominance of

autochthonous organic matter (algae).

Since terrigenous material (especially plants) is considered less bioavailable than that
produced in situ by microalgae, we suggest that in a potential scenario of high ice melting low
bioavailability of organic substrates can impact heterotrophic activity and composition microbial
community of the fjords.

This research was funded by FONDECYT PROJECT N°11110515, the South-Austral CUPS
Program (PFB-31) and CONICYT scholarship for master's program in Chile.
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1. INTRODUCCION
1.1.- Impacto de la temperatura en los glaciares de la Patagonia.

En la actualidad se estima que los glaciares cubren el 10% de la superficie terrestre y albergan
aproximadamente el 70% del agua dulce de la tierra (U.S. Geological Survey, USG), por tanto son
importantes en términos de balance hidrico global. La mayor parte de los glaciares se ubican en zonas
de altas latitudes como la Antartida (Hemisferio Sur) y Groenlandia (Hemisferio Norte), los que en la
ultima década han experimentado un répido derretimiento (Krabill et al., 2004; Rignot &
Kanagaratnam, 2006; Velicogna & Wahr, 2006a; Velicogna & Wahr, 2006b; Chen et al., 2006a; Chen
et al., 2006b; Rignot et al., 2008a, Rignot et al.,2008b; Howat et al., 2008; Velicogna, 2009; Khan et
al. 2010; Rignot et al. 2011). El aumento de la temperatura promedio global atribuido principalmente al
aumento del CO, atmosférico (Solomon et al., 2009), que se ha estimado en 0,74 °C entre los afios
1906 y 2005 (Intergovernmental Panel on Climate Change, 2007), es considerado uno de los
principales responsables de la pérdida de cobertura de hielo. En nuestro pais la Patagonia representa
una de las regiones de fiordos con influencia glaciar mas extensas en el mundo, se encuentra ubicada en
el extremo sureste del Océano Pacifico (41,5°S - 55,9°S) y cuenta con dos grandes campos de hielo:
Campos de Hielo Norte y Campos de Hielo Sur. Este ultimo destaca por ser la tercera reserva mundial
de agua dulce después de la Antartida y Groenlandia, y se estima que aportaria ca. 3000 m* de agua por
segundo al océano (Pantoja et al., 2011). Los campos de hielo Patagonicos han experimentado un
rapido adelgazamiento en las ultimas décadas, como es el caso del glaciar Jorge Montt (Rivera et al.,
2011). Durante los Ultimos afios, el aumento de la temperatura y la disminucion en las precipitaciones,
han sido factores determinantes en la pérdida de hielo del Campo de Hielo Patagonico Sur (Aniya,
1998; Warren & Aniya, 1999; Rignot et al., 2003; Rivera et al., 2007). La contribucion de la fusion de
los Campos de Hielo Patagonicos al aumento del nivel del mar, se ha estimado en 9% de la
contribucion total de los glaciares de montafia en los Gltimos 50 afios (Rignot et al., 2003; Glasser et
al., 2011). Estas estimaciones representan un alto valor si se compara el area de los campos de hielo de
la Patagonia con la contribucion de otros campos de hielo, e.g. glaciares en Alaska (Rignot et al.,
2003). Otros antecedentes indicarian que los glaciares que conforman los campos de hielo de la
Patagonia se estarian derritiendo 50% mas rapido que una década atras y habrian perdido en promedio
1,8 metros de hielo y nieve cada afio desde el 2000, lo que se traduce en un aumento del nivel del mar
de 0,067 mm anuales (Willis et al., 2012). Asi, s6lo desde 1998 los Campos de Hielo Patagonicos ha
contribuido al 2% del total del aumento del nivel del mar (Willis et al., 2012). En particular, especial
atencion han tenido los glaciares que han perdido masas de hielo a elevadas tasas en las ultimas
décadas (Rivera et al., 2005; Rivera et al., 2007), como es el caso del Glaciar Jorge Montt que desde
1898 al 2011 ha retrocedido 19,5 km (Rivera et al., 2011).



1.2.- Retroceso del Glaciar Jorge Montt

El Glaciar Jorge Montt es un glaciar de marea y uno de los tres glaciares mas grandes del
Campo de Hielo Sur (Rivera et al., 2007), posee un area de acumulacion de 348 km? (Aniya et al.,
1997) y una superficie de 464 km?. En la actualidad el flujo de particién en las masas de hielo de este
glaciar ha sido cuantificado en 2.4 km® por afio, estimandose una tasa de retroceso de 1 km por afio
entre el afio 2010 y 2011, siendo hasta esa fecha el glaciar que mas rapido retrocede en el territorio
chileno (Rivera et al., 2012). EIl retroceso del glaciar Jorge Montt conlleva la descarga de grandes
cantidades de agua dulce al sistema de canales y fiordos aledafios, sin embargo ain se desconoce el tipo
de material que estaria aportando a esta zona. Anesio et al. (2010) sugiere que los glaciares podrian ser
una fuente de carbono organico para la actividad biogeoguimica de los sistemas acuaticos adyacentes.
Para el fiordo aledafio al Glaciar Jorge Montt no existe evidencia de aporte de materia organica glaciar,
sin embargo un estudio reciente realizado por Gutiérrez et al. (2015), demostr6é que la entrada de agua
dulce a ese sistema impactaria la composiciéon de la comunidad microbiana, ademas estudios previos
con isétopos estables y composicion de biomarcadores realizados en la zona norte de la Patagonia
demostraron que las entradas de agua dulce influiria tanto las caracteristicas fisicas como bioldgicas en
la zona de fiordos patagdnicos (Sepulveda et al., 2011; Silva et al., 2011; Vargas et al, 2011).

1.3.- Biomarcadores lipidicos
Se consideran biomarcadores aquellas moléculas organicas que pueden estar relacionadas

estructuralmente con una fuente bioldgica, proceso biogeoguimico o una fuente geogréafica especifica
(Bianchi & Canuel 2011). Los biomarcadores organicos son compuestos especificos y caracteristicos
de ciertos organismos, cuya identificacion en entornos naturales pueden entregar informacion sobre el
origen y los procesos de transformacion a los que esta sometida la materia organica. Un biomarcador es
considerado un buen trazador de la materia organica cuando representa una alta especificidad de su
biosintesis en diferentes organismos (Mudge et al., 1997) y una relativa estabilidad en ambientes
naturales (Bianchi & Canuel 2011). Aunque los biomarcadores, como cualquier compuesto organico
pueden sufrir diagénesis y degradacion con diferentes grados de intensidad en el ambiente (Bianchi &
Canuel 2011), éstos pueden conservar la integridad de su estructura de manera que sus fuentes pueden
ser reconocidas (Peng et al., 2005). En el grupo de biomarcadores organicos destacan los lipidos por
ser importantes componentes de los organismos vivos (Wakeham et al., 1997). Su extraccion se realiza
con solventes organicos y por lo general se identifican por medio de cromatografia (Murphy et al.,
2001). Los biomarcadores lipidicos han sido utilizados en estudios ambientales; tales como la
identificacion de fuentes de materia organica (Jeng et al., 2003; Vargas et al., 2011), el analisis de la
respuesta a las perturbaciones del medio ambiente (Kaur et al., 2005) y en ecologia microbiana (Vestal
& White 1989; Klamer & Baath, 1998). Por ejemplo, se ha observado que las moléculas lipidicas
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pueden modificar su abundancia, estructura y configuracion al someterse a stress ambiental, cambiando
por ejemplo el nimero de dobles enlaces por estrés oxidativo (Singh et al., 2002; Valavanidis et al.,
2006). Los lipidos se clasifican en tres grupos (Figura 1), siendo la fraccion neutra la utilizada
mayormente como biomarcadores, en este grupo se encuentran los acidos grasos y esteroles. Estudios
han demostrado que dentro de las diferentes clases de lipidos, los esteroles pueden ser biomarcadores
adecuados para identificar la entrada de materia organica a un cuerpo de agua, ya que estas moléculas
se acumularian en sedimentos y tendrian algin grado de resistencia a la degradacion bioldgica
(Machenzie et al., 1982; Brassell & Eglinton, 1981; Volkman, 1986).

Lipidos
N

/ Lipidos eluidos por

Simples o Neutros cetonas

/ Polares o complejos \

Hidrocarburos, Ceras, folibid Glicolipidos, Pigmentos,
Cetonas, Acidos Grasos, Fosfollpidos Monoglicéridos
Alcohol, Triglicéridos,

ESTEROLES )

Figura 1. Clasificacion general de los lipidos

1.4.- Esteroles

Los esteroles son moléculas organicas compuesta por una serie de anillos (esterano) y una
cadena lateral alifatica de ocho 0 més atomos de carbono en la posicion 17 (Figura 2), formando parte
de la fraccion lipidica no-saponificable. Los esteroles son componentes vitales de las membranas de
todos los organismos eucariotas y aunque la evidencia no es conclusiva se han identificado en algunos
procariontes fotosintéticos (Volkman et al., 2003).En consecuencia, los esteroles tienen importantes
roles dentro de las células en funcion de los organismos que los sinteticen. Una de sus funciones clave
es la regulacion en la fluidez de la membrana y su permeabilidad mediante la condensacion de la
bicapa lipidica. EI grupo hidroxilo en un extremo del esterol se une a un atomo de oxigeno del
carbonilo de la cabeza de los fosfolipidos a través de enlaces de hidrdégeno, mientras que la cola
flexible (hidrocarburo) en el otro extremo de la esterol se inserta en el nucleo hidrofébico de la bicapa
(Volkman et al., 2003; Bianchi & Canuel, 2011). De esta manera, la molécula de esterol impide la
cristalizacion de la cadena de acido graso dentro de la bicapa, impidiendo la fase de transicion
dejandola en un estado fluido. Por el contrario, una molécula de esterol voluminosa puede obstaculizar
estéricamente el movimiento de las cadenas de &cido graso que conducen a la disminucion de la
fluidez de la membrana, por lo tanto la rigidez de la bicapa (Stryer, 1997). El rol estructural que tienen
estas moléculas organicas les proporcionaria cierta resistencia a ser degradadas, siendo posible
encontrarlas bien preservadas en sedimentos bajo ciertas condiciones ambientales de (Mudge et al.,
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1997; Martins et al., 2002). Sin embargo, en la columna de agua los estroles estdn sometidos a
mecanismos abiodticos como: la luz, radicales libres (OH) y temperatura, y procesos biéticos como
hidrolisis enzimatica bacteriana (Chrést, 1991) que contribuyen a su degradacion en el ambiente
marino (Rontani, 2008; Rontani et al., 2011; Rontani, 2012).

En los organismos el principal esterol que se encuentra en los tejidos de los vertebrados es el
colesterol, por otro lado el estigmasterol es considerado el principal esterol en plantas superiores,
ambos precursores en la formacién de hormonas (Bianchi & Canuel, 2011). Aunque ciertos esteroles
son sinterizados solo por organismos especificos, todos estos lipidos se derivan a través de la ciclacion

del escualeno (triterpeno).

Lanosterol 0 2 26

Figura 2. Numeracion de 4&tomos de carbono en una molécula béasica de esterol

1.5.- Formacion y distribucidn de esteroles en el ambiente.
La formacion de los esteroles se deriva de la sintesis y posterior ciclacion del escualeno, un

hidrocarburo Czy que se compone de seis unidades de isopreno (Cs). El primer paso en la sintesis del

escualeno es la isomerizacion del isopentenil pirofosfato a dimetilalil pirofosfato (Figura 3).

HO
\ _~°
Z Y o] 0
O/P\ | - \P/ O\P//
o—T=o F HO/\\ / on
O HO
OH
Isopentenyl pyrophosphate Dimethylallyl pyrophosphate

Figura 3. Isomerizacion de isopentenil pirofosfato a dimetilalil pirofosfato (Stryer, 1997).

El siguiente paso es la condensacion de estas dos moléculas isdmeras, para formar una nueva



estructura de Cyo llamada geranil pirofosfato que nuevamente sufre una transformacion al condensarse
con otro isopentenil pirofosfato para generar una molécula de farnesil pirofosfato (Cs) la cual posee
una cabeza (pirofosfato) y cola (hidrocarbonatada). El Gltimo paso es la unidn de dos moléculas de

farnesil pirofosfato a traves de sus colas formando finalmente al escualeno (Cs).

\ o/
Z w \\o HO/P\OH

Dimethylallyl pyrophosphate

Ho,
=0 on
o A Isopenteny! pyrophosphate
o}

HO,
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o R Isopentenyl pyrophosphate
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o] 0
— \ NS
o N\ / ou

Farnesyl pyrophesphate

Farnesy! pyrophosphate + NADPH
NADP™+ 2 PPi+ H'

Squalene

Figura 4. Sintesis del escualeno (Stryer, 1997)

Por ultimo, el escualeno se somete a la ciclacion para dar triterpenoides que se encuentran en
bacterias y eucariotas. Sin embargo, las vias de biosintesis son bastante diferentes entre si ya que las
bacterias producen hopanoides (triterpenoides biosintetizados anaerdbicamente, en que la sustitucion
de la cadena lateral se produce a través de grupos hidroxilo y amino), mientras que los organismos

eucariotas sintetizan esterol (sustitucién de la cadena lateral por grupos metilo y etilo). Un resumen de
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los pasos para la biosintesis de hopanoides bacterianos y esteroles en eucariotas se muestra en la Figura
5.

Squalene

Eukaryotes Prokaryotes

2, 3-Oxidosqualene Diploptene

Photosynthetic

Non-photosynthetic

//,'.

HO

Lanosterol Cycloartenol

Figura 5. Vias de formacion de hopanoides en procariontes y esteroles en Eucariontes (Jones et
al., 1994).

Ademaés de su papel fundamental en el control de la fluidez en la membrana, los esteroles
también tienen efectos importantes en la regulacion de diversos sistemas, por ejemplo el colesterol esta
implicado en el desarrollo embrionario de los vertebrados y la interaccion del colesterol con caveolina
induce la formacion de microdominios. Los esteroles provienen de variadas fuentes bioldgicas, pero
hay otros que s6lo parecen limitarse a organismos especificos (Brassell, 1994; VVolkman, 2005).Esto
ocurre porgue a pesar de compartir rutas biosintéticas comunes, la diversidad de organismos que los
producen permiten variaciones en el niumero de enlaces insaturados y sus posiciones dentro de la
cadena lateral y los patrones de alquilacion de cadena lateral que resultan en una variedad de
estructuras discretas de esteroles en el ambiente marino (De Leeuw & Baas, 1986; Brassell, 1994;
Volkman, 2005).

Junto con las funciones bioldgicas en que intervienen los esteroles, estas moléculas tambien
tienen importantes aplicaciones en estudios ambientales. Por ejemplo su distribucion en el ambiente ha
sido vinculado como parte del reservorio en el material organico particulado de la columna de agua
(Wakeham & Beier, 1991; Wakeham, 1995; Colombo et al., 1996; Hudson et al., 2001), asi como en
estudios de las vias degradativas asociadas conla herbivoriaydepredacion (Griceet al., 1998; Hamm et
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al., 2001; Nelson et al., 2001) y sus alteraciones diagenéticas (Nishimura, 1978; Sun & Wakeham,
1999).En sistemas polares, tales como el mar de Ross, mar de Weddell y lagos en la Antértida, zonas
que posee parte importante de los glaciares mundiales (VVenkatesan et al., 1986; Green et al., 1992;
Muhlebach & Weber, 1998; Martins et al., 2002; Villinski et al., 2008), los esteroles junto a otros
biomarcadores y han sido utilizados para entender cuéles son las fuentes biolégicas dominantes. En
estos estudios se evidencia la presencia de una variedad de esteroles que serian indicadores de
contribucion de diferentes grupos de organismos eucariontes (Figura 6), asi como variaciones
estacionales influenciada por las comunidades de organismos eucariontes dominantes, encontrandose
en época invernal una proliferacién de organismos de pequefio tamafios como es el bacterioplancton y
dinoflagelados a diferencia del periodo estival que dominarian diatomeas por la mayor exposicion solar
y acido silicico de aporte continental (Villinski et al., 2008). El sistema de fiordos y canales de la
Patagonia chilena es influenciado por la entrada de material aloctono (Vargas et al. 2011; Montero et
al. 2011), el cual y su trama trofica es considerada similar a la de los sistemas polares, aumentado la
proliferacion de diatomeas en verano (Gonzalez et al. 2011; Torres et al. 2011). Por lo tanto, se
propone que estas variaciones deberian verse reflejadas en la composicion de esteroles. Por otra parte,
los glaciares albergan comunidades activas de microorganismos que subsistirian a pesar de las
condiciones extremas en el hielo, haciendo a los glaciares microambientes aptos para la vida (Hodson
el al., 2008; Anesio et al., 2009) y potenciales fuentes de materia organica para sistemas acuaticos

aledafios.

Campesterol
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B-sitosterol Dinostanol
Plantas superiores T / /
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Figura 6. Esquema simplificado de los principales esteroles descritos en sistemas polares (Segun:
Venkatesan et al., 1986; Green et al., 1992; Muhlebach & Weber, 1998; Martins et al., 2002; Villinski
et al., 2008).



1.6.- Glaciares: Vida en ambientes extremos.
Los glaciares son masas de hielo dindmicas en constante movimiento, la mayoria de los

glaciares comenzaron a retroceder desde el Ultimo Méaximo Glaciar hace aproximadamente 23000 afios
(Glasser et al., 2011). Los glaciares han sido considerados reservorios de materia organica Yy
microorganismos metabdlicamente activos (Hodson el al.,, 2008; Anesio et al., 2009). Asi, para
glaciares del Golfo de Alaska se ha sugerido que los glaciares o el agua de deshielo podrian ser una
fuente importante de materia organica labil para la comunidad microbiana (Hood et al., 2009). Otros
antecedentes indicarian que en glaciares de los Alpes existirian comunidades de bacterias
heterotréficas, que sustentan su metabolismo con el carbono organico “antiguo” que esta atrapado en
glaciares, el cual volveria a estar biodisponible para el ecosistema cuando los hielos glaciares se
fusionan (Bardgett et al., 2007).Por otra parte, se ha evidenciado la presencia de una diversa
comunidad microbiana compuesta por bacterias, virus y microalgas, que habitarian la superficie de los
glaciares en estructuras llamadas crioconitas, las cuales representan microambientes en donde se
concentraria la materia organica (Mueller et al., 2001; Christner et al., 2003; Porazinska et al., 2004;
Kastovska et al., 2005; Anesio et al., 2007). En resumen la existencia de comunidades de
microeucariontes y la depositacion de material aldctono (Stubbins et al. 2012) en la superficie glaciar
hacen pensar en que los esteroles resultarian adecuados para trazar las fuentes y alteraciones del
material orgénico particulado (Saliot et al., 1991; Conte et al., 1995; Wakeham et al., 1997) en los
sistemas acuaticos adyacentes. Por lo tanto, considerando que los fiordos y canales Patagdnicos estan
sujetos a la influencia de distintas fuentes de materia organica, se propone estudiar los cambios en la
abundancia y composicion de esteroles para determinar la influencia del deshielo glaciar sobre la
composicion de materia organica en los fiordos aledafios. En este contexto el fiordo aledafio al glaciar
Jorge Montt se ha considerado como adecuado para estudiar el aporte de los glaciares al ecosistema de

fiordos y canales australes.

1.7.-Glaciar Jorge Montt: Modelo de estudio del aporte glaciar a ecosistemas marinos.

En la Patagonia, los fiordos aledafios a glaciares pueden ser considerados la interfaz directa
entre los glaciares y el océano costero, debido al aporte de agua dulce que resulta al desprenderse la
masa de hielo. Este flujo de agua dulce produce cambios en la hidrografia del fiordo adyacente (Moffat,
2014) y por tanto cambios en las caracteristicas quimicas y biolégicas en la columna de agua, como ha
sido observado en la composicion de la comunidad microbiana (Gutiérrez et al., 2015). Asumiendo que
las variaciones estacionales en la magnitud de la capa de agua de deshielo superficial representan
escenarios contrastantes de derretimiento glaciar, se analizé la composicion y distribucion de esteroles

a lo largo del fiordo para determinar una sefial caracteristica de la materia organica del agua de deshielo
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que dé cuenta de su origen y permita estimar la importancia de la descarga de agua del glaciar como
fuente organica para la columna de agua del sistema de fiordos y canales adyacentes.

En altas latitudes, se han logrado identificar esteroles caracteristicos de diatomeas (Volkman &
Hallegraeff, 1987), dinoflagelados (Martins et al., 2002; Villinski et al., 2008), y material terrestre
asociado a plantas vasculares (Wakeham et al., 1997) en agua y sedimentos, lo que indicaria la
influencia de fuentes autdctonas (microalgas) y aléctonas (plantas vasculares) sobre la composicion de
la materia orgénica en ambientes sometidos a entradas de agua dulce. Considerando las caracteristicas
refractarias atribuidas a la materia orgénica derivada de plantas vasculares en sistemas acuéticos
(Bianchi & Canuel, 2011), esta podria afectar en la biodisponibilidad de sustratos organicos para su
posterior utilizacion por microorganismos. Los glaciares presentan una microbiota caracteristica que
incluye virus, bacterias y microalgas (Anesio et al., 2007), ademas son reservorios de la materia
organica aldctona que es transportada por el viento y depositada en su superficie (Wharton et al.,
1985). Asi, el flujo de agua de deshielo puede representar una importante fuente de microorganismos y
moléculas organicas hacia los fiordos adyacentes. Considerando la especificidad de esteroles como
biomarcadores se propone identificar el potencial aporte de moléculas organicas desde el glaciar bajo
diferentes escenarios de descarga de agua de deshielo e identificar la importancia relativa de éstas
respecto a aquellas de origen autéctono. Este estudio, representa el primer reporte de esteroles en

fiordos y canales patagonicos.



2.-HIPOTESIS Y OBJETIVOS ESPECIFICOS.

2.1.- Hipdtesis

Hi: La composicion de esteroles en la capa superficial de la columna de agua posee caracteristicas
diferentes a las encontrados en la capa de fondo, lo que se ve reflejado en la mayor cantidad (>50%)
de esteroles de organismos marinos en superficie, mientras que en el agua de fondo estaria dominado

(>50%) por estanoles (esteroles saturados) y esteroles de plantas.

H,: Bajo un régimen de mayor deshielo el estrato superficial de la columna de agua estaria dominado
(>50%) por esteroles de origen terrestre, mientras que en un régimen de menor deshielo estaria

dominado por esteroles de origen marino.

2.2.- Objetivos Especificos.

1.- Determinar la abundancia y composicion de esteroles en aguas superficiales y de fondo en el fiordo
adyacente al glaciar Jorge Montt a lo largo del gradiente salino, producido por la descarga de agua
dulce proveniente del Glaciar Jorge Montt (48.1- 48.3°S)

2.- Determinar la variabilidad estacional en la abundancia y composicién de esteroles en la columna

de agua del fiordo adyacente al Glaciar Jorge Montt y su relacion con las variables fisicoquimicas y

bioldgicas.
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3.- MATERIALES Y METODOS
3.1.- Area de estudio

La Patagonia chilena se encuentra ubicada en el extremo sureste del Océano Pacifico (41,5°S -
55,9°S) y alcanza una superficie de aproximadamente 240.000 km? (Pantoja et al., 2011, USGS, U.S.
Geological Survey). La hidrologia de los fiordos Patagonicos se caracterizan por una circulacion tipo
estuarina (Silva et al., 1997; Strub et al., 1998), debido a la entrada de agua dulce por el drenaje
terrestre, rios, lluvias, el derretimiento del hielo y la entrada de agua de origen marino desde la zona
costera (Chuecas & Ahumada, 1980; Silva et al., 1995; Sobarzo et al., 2009). Ademas, el ecosistema
Patagonico alberga la plataforma de hielos mas extensa en el hemisferio sur, extendiéndose desde los
48°20°S hasta los 51°30°S y cubriendo un &rea de 16.800 Km? distribuida en 49 glaciares, destacandose
por su tamafio en territorio chileno el Glaciar PIO XI y por su rapido adelgazamiento el Jorge Montt
(Rivera et al., 2011). Ademas, la Patagonia chilena se compone por un gran nimero de islas,
peninsulas, fiordos y canales, que representa una costa de aproximadamente 84.000 km (Silva &
Palma, 2008). Para cumplir los objetivos especificos planteados se integraran resultados de 4 camparias
de muestreo, las cuales fueron realizadas en 4 periodos contrastantes los que consistieron en transectas
latitudinales en abril y agosto 2012, marzo y noviembre 2013. Las estaciones de muestreo se ubican
aproximadamente entre 48.1 y 48.3°S de latitud y 73.4 y 74.5°W de longitud, en la zona aledafa al
Glaciar Jorge Montt. (Fig. 7). Se eligieron 6 estaciones de muestreo latitudinales, que describen un
gradiente de influencia asociada a la pluma de agua dulce del Glaciar Jorge Montt. Ademas, se
colectaron muestras a lo largo del gradiente longitudinal descrito a lo largo del canal Martinez, el cual
se encuentra conectado con el océano abierto a través del Golfo de Penas (Fig. 7). Se colectaron
muestras de agua asegurandose de cubrir estratos superficiales (entre 0 y 3 m) con influencia del glaciar
y el estrato profundo con menor influencia del glaciar (entre los 50 y 300 m), dichas profundidades
fueron elegidas segun la batimetria de cada estacion de muestreo.
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Figura 7. Mapa area de muestreo, los puntos rojos sefalan las estaciones de muestreo realizadas en el
fiordo aledafio al glaciar Jorge Montt, mientras que los puntos azules la camparia realizada en el canal
Martinez.

3.2.-Objetivo 1: Determinar la abundancia y composicion de esteroles en aguas superficiales y de

fondo en el fiordo adyacente al glaciar Jorge Montt a lo largo del gradiente salino, producido por

la descarga de agua dulce proveniente del Glaciar Jorge Montt (48.1- 48.3°S)

Aproximadamente 40 L de agua fueron colectadas con Botellas Niskin de 10 L para el analisis
de esteroles. El agua se filtrd a través de filtros de 0.7 um (GF/F fibra de vidrio) de 47 mm de didmetro,
previamente calcinado a 400°C por 4 horas para la eliminacion de las trazas de carbono orgénico.
Luego de la recoleccién del material particulado, los filtros son almacenados en papel aluminio a -20°C
para su posterior analisis en laboratorio.

La determinacion de esteroles por cromatografia de gases fue adaptada del método de Bligh &
yer (1959). El primer paso es la extraccion del contenido total de lipidos recuperado de los filtros de
fibra de vidrio (47 mm diametro, 0.7 um poro) utilizando una mezcla de solventes organicos (Metanol-
Diclorometano-Hexano, MeOH:DC:HEX), utilizando un Accelerated Solvent Extraction (ASE) en
periodos de 3 ciclos, procedimiento que permite a la muestra desprender su contenido de lipidos hacia
los solventes, el extracto es sometido a un sistema de secado (Turvovap). El extracto seco se hidrata
con 500 pL de diclorometanoy se incorpora a una columna cromatografica preparada con silica gel

activada. Esta columna separa los compuestos de acuerdo a su polaridad. La fraccion N° 3 de la
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columna es la que contiene los esteroles, es recuperada y derivatizada (convertir compuestos solidos en
gases volatiles para su posterior analisis por cromatografia gaseosa) con una mezcla de Diclorometano
(DCM):etil acetato (EtOAc) 1:1 y bis-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamide (BSTFA)/pyridine a la forma
de trimetilsylil (TMS). Un pL de muestra derivatizada es inyectado al cromatografo de gases equipado
con a un detector de masa HP5-MS columna cromatografica (30 x 0.2mm, 0.25 pum film thickness;
Agilent Technologies). La identificacion de las moléculas se realizé a través de la biblioteca de lipidos
en linea (http://www.chemspider.com). Los esteroles son cuantificados a traves de la comparacion del
area bajo la curva del peak del estandar interno 5 pg of 1- Nonadecanol) y la muestra en evaluacion
(ejemplo disponible en Fig. 4 anexos). Para el calculo, se utilizd un factor de respuesta relativo de 1.0
para todos los esteroles. El coeficiente de variacién para el método de andlisis fue de 12% medido

rutinariamente en diez anélisis.

3.3.- Objetivo 2: Determinar la variabilidad estacional en la abundancia y composicion de

esteroles en la columna de agua del fiordo adyacente al Glaciar Jorge Montt v su relaciéon con las

variables fisicoguimicas y bioldgicas.

La toma de muestras fue realizada utilizando botellas Niskin de 10 L, ademéas en cada lance se
registrd la temperatura, salinidad y oxigeno disuelto de la columna de agua a través del despliegue de
un CTD (RBR XR-200 Ruskin). En paralelo se tomaron muestras de agua para el anlisis de nutrientes
(NOy, NO3, PO, Si04*) y clorofila-a. Aproximadamente 1 L de agua fue filtrada a través de filtros
de fibra de vidrio de 0.7 um previamente muflados. Los filtros y el agua filtrada fueron almacenados a -
20°C para la posterior determinacion de la concentracién de clorofila-a y nutrientes inorganicos

disueltos.

La determinacion de nutrientes (NO;, NO3’, PO,%, SiO44') se realiz6 a través del con el método
de Strickland y Parson, (1960) y la medicién de las muestras se hace a través de un espectrofotometro
de absorcion molecular. La concentracion de clorofila-a se determind a través del procedimiento
basado en la extraccién del pigmento con una solucién acuosa de acetona al 90% y la determinacion de

la densidad dptica de la muestra con un fluorémetro (Parson et al., 1984).

El andlisis estadistico se llevo a cabo a través de agrupacidn jerarquica euclidiana basada en la
matriz de disimilitud de Bray Curtis, para ello se utilizo la abundancia relativa de los esteroles (%)
utilizando el software Statistica version 7.0. Adicionalmente se realiz la prueba no-paramétrica de
Wilcoxson con XLSTAT (Addinsoft) para ver si habian diferencias estadisticas (p < 0.05) en la
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distribucion de los esteroles presentes en las muestras (%) superficiales y profundas en cada estacion y
el anélisis de Sperman para establecer relaciones lineales significativas (p < 0.05) entre la composicion

de esteroles y las distintas variables obtenidas en este estudio.

4. RESULTADOS

4.1.- Capitulo 1: Impact of ice melting in the distribution of sterols in glacial fjords of
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4.1.1. - RESUMEN

Se analizé la variabilidad estacional de la abundancia y composicion de esteroles en las aguas del
fiordo adyacentes al Jorge Montt, uno de los glaciares que mas rapido ha retrocedido en los
campos de hielo de la Patagonia. El estudio se realizo entre agosto de 2012 y noviembre 2013 e
incluy6 cuatro campafias en el fiordo proglacial bajo diferentes escenarios de agua de deshielo.
La composicion y concentracion de esteroles en la superficie y las aguas profundas se determin6
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Se identificaron dos estanoles, un
tri-insaturados, ocho di-insaturado y seis esteroles monoinsaturados. La concentracion total de
esterol oscil6 entre 35 a 1726 ng L™ en la superficie y 18-789 ng L™ en aguas de fondo y mostré
diferencias significativas entre profundidades y una correlacion positiva con la concentracion de
clorofila-a. Bajo condiciones de alto derretimiento en el verano austral, encontramos altas
concentraciones de esteroles y clorofila-a y una composicion dominada por moléculas
representante de diatomeas centricas en las aguas superficiales cerca del término de glaciar. Se
sugiere la presencia de una poblacién de fitoplancton singular capaz de prosperar en agua de
deshielo superficial durante verano austral en el fiordo glacial. En el mismo periodo en la zona
cercana al mar abierto, y en el otofio austral, invierno y primavera en el fiordo proglacial, las
concentraciones de esteroles mas bajos en las aguas superficiales fueron acompafiadas por otros
esteroles de algas y un aumento en la abundancia relativa de los esteroles vegetales, evidenciando
cambios en fuente dominante de la materia organica entre las estaciones ya lo largo del gradiente-
deshielo marino. En otofio, cuando se evidencié el mas alto de flujo de agua de deshielo, la
presencia de una proporcion significativa de estanoles y un esterol tri-insaturados poco comun
sugiere influencia de aguas de deshielo en la composicion de esteroles en el fiordo aguas abajo.
Llegamos a la conclusion de que la fusion del hielo puede modificar la composicion de esteroles
mediante el establecimiento de condiciones para el desarrollo de las poblaciones de fitoplancton
adaptados-agua de deshielo y llevando materia organica glaciar adentro de los fiordos glaciares
patagonicos. En el escenario de fusion de hielo proyectado, estos cambios en la cantidad vy
calidad de la materia orgéanica pueden afectar potencialmente la disponibilidad de sustratos

organicos para la actividad heterotréfica y el estado trofico de los fiordos glaciales.
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Abstract
We analyzed seasonal variability in abundance and composition of sterols in waters of the
fjord adjacent to Jorge Montt, one of the fastest retreated glaciers in Patagonian Icefields.
The study was carried out between August 2012 and November 2013 and included four
campaigns in proglacial fjord under different meltwater scenarios. The composition and
concentration of sterols in surface and bottom waters was determined by Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry. We identified two stanols, one tri-
unsaturated, eight di-unsaturated, and six monounsaturated sterols. Total sterol
concentration ranged from 35to 1726ng L in surface and from 18 to 789 ng L™ in bottom
waters and showed significant differences between depths and a positive correlation with
chlorophyll-a concentration. Under high melting conditions in austral summer, we found
high concentrations of sterols and chlorophyll-a and a composition dominated by
molecules representative of centric diatoms in surface waters near to glacier terminus.
We suggest the presence of a singular phytoplankton population able to thrive in surface
meltwater during austral summer in glacial fjord. In the same period in the area near open
ocean, and in austral autumn, winter and spring in proglacial fjord, lower sterol
concentrations in surface waters were accompanied by others algae sterols and an
increase in relative abundance of plant sterols, evidencing changes in the dominant source
of organic matter among seasons and along meltwater-marine gradient. In autumn, when
the highest meltwater flux was evidenced, the presence of a significant proportion of
stanols and an uncommon tri-unsaturated sterol suggests influence of meltwaters in

composition of sterols in the downstream fjord. We conclude that ice melting can modify
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sterol composition by setting conditions for development of meltwater-adapted
phytoplankton populations and by carrying glacier organic matter into Patagonian glacial
fjords. In projected ice melting scenario, these changes in organic matter quantity and
guality can potentially affect the availability of organic substrates for heterotrophic

activity and trophic status of glacial fjords.

Keywords: Sterols, Ice melting, glacial Fjords, Patagonian Icefields
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1.Introduction

Southern Patagonian Ice Field (41.5°S - 55.9°S) covers ca. 240,000 km? and is considered
the world's third largest reservoir of freshwater, after Greenland and Antarctica (Rignot et
al. 2003). In last decades, most glaciers in Patagonian Icefields have shown significant
retreats contributing to ca. 0.067 mm to sea level rise (Willis et al., 2012). Glacier Jorge
Montt has retreated ca. 19 km in the last century (Rivera et al., 2011) and has shown rates
of ice loss up to 1 km y'1 (Rivera et al. 2012). It has been shown that melt water from
Jorge Montt glacier affects hydrography (Moffat 2014), chemical characteristics and

microbial community composition in waters of downstream fjord (Gutiérrez et al. 2015).

Glaciers are considered reservoirs of a diverse pool of organic matter (Singer et al. 2012,
Stubbins et al. 2012, Spencer et al. 2014). Global storage of organic carbon in glaciers and
ice sheets is estimated in ca. 6 Pg and their rate of release to downstream freshwater and
marine ecosystems in ca. 3 Tg Cy™ (Hood et al. 2015), contributing glacial organic carbon
(Hood et al. 2009, Stibal et al. 2012) onto adjacent aquatic systems, with direct
consequences for local carbon fluxes (Hood et al. 2015). For example, glacial meltwater
can contribute with labile organic matter and fuel heterotrophic activity of
microorganisms in the Gulf of Alaska (Hood et al., 2009), and in Alpine glaciers (Bardgett
et al., 2007). Amino acids, sugars, amino sugars and lactic and formic acids have been
identified in glacial environments (Pautler et al. 2011, 2012) as well as a wide variety of

phospholipids fatty acids representative of bacteria and Fungi, and sterols of higher plants
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such as campesterol, R-sitosterol and stigmasterol (Pautler et al. 2013). An important
fraction of organic molecules on glaciers corresponds to allochtonous compounds

transported by winds as aerosols (Stubbins et al. 2012).

Sterols are constituents of eukaryotic membrane and regulate membrane fluidity and
permeability (Stryer, 1997). Due to their specificity in some groups of eukaryotes
(Volkman 2003), sterols are considered useful biomarkers to trace source and alterations
of organic matter in aquatic environments (Nishimura, 1978; Volkman, 1986; Wakeham &
Beier, 1991; Wakeham, 1995; Colombo et al., 1996; Sun & Wakeham, 1999; Hudson et al.,
2001; Volkman, 2003; Bianchi & Canuel, 2011). Whereas some sterols are considered
more universally distributed among different groups of eukaryotes (e g. cholesterol),
others are restricted to specific groups of organisms (De Leeuw & Baas, 1986; Brassell,
1994; Volkman, 2005). For example, sitosterol, stigmasterol and campesterol are mostly
found in vascular plants, whereas brassicasterol and methylene-cholesterol are
representative of some of microalgae (Gillan et al., 1980; Volkman & Hallegraeff, 1988;
Volkman 2003). In addition, saturated sterols are considered indicative of biotic and
abiotic degradation in aquatic environments (Rontani, 2008; Rontani et al., 2011; Rontani,

2012).

The presence of sterols representative of phytoplankton, plants and animals in surface
sediments (Venkatesan et al., 1986; Martins et al., 2002), marine waters (Muhlebach &

Weber, 1998) and lakes (Matsumoto et al., 1984; Matsumoto, 1989) of the Antarctic
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region has been documented. In waters of these cold and polar environments, seasonal
differences in composition of sterols appears to be associated with changes in
predominance of phytoplankton groups (Venkatesan et al., 1986; Green et al., 1992;
Muhlebach & Weber, 1998; Martins et al., 2002; Villinski et al., 2008). In addition, in
waters of Canadian Artic region influenced by rivers, plant sterols appear to represent a
high fraction of organic carbon and susceptible to microbial degradation in the shelf area

(Rontani et al. 2014).

Ice melting of glaciers in Patagonian Icefields represents a significant source of freshwater
(Willis et al. 2012) and is a potential source of organic matter for downstream fjords and
channels. Since seasonal regime in meltwater flux, proglacial fjord adjacent to Jorge
Montt glacier is a suitable scenario to evaluate effect of ice melting on composition and
concentration of organic matter in fjord waters. We analyzed composition and abundance
of sterols under different regimes of freshwater fluxes in the fjord adjacent to Jorge Montt
glacier. We hypothesized that meltwater dilute marine signal of sterols during high ice
melting scenario by replacing autochthonous sterols by others from glacial and terrestrial
environments, evidencing the impact of glacier melting on composition of organic matter

in Patagonian fjords.

2. Material and methods

2.1. Study area and sampling
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The study area is located in the fjord adjacent to Jorge Montt glacier (48°20’S; 73°30°W),
in the northern region of Southern Patagonian Ice Field (Fig. 1A). Sampling was carried out
during austral autumn (April 2012) and summer (March 2013) and austral winter (August
2012) and austral spring (November 2013) in sites distributed along the Montt fjord and
Baker Channel (Fig. 1A). In March 2013, we collected samples from a freshwater-ocean
transect in Martinez Channel, located north of Baker Channel (Fig. 1A). Water samples (37
to 47 L) were collected from surface (0 and 3m) and bottom waters (50 and ca. 300 m)
with Niskin bottles, and filtered through combusted 0.7 um glass fiber filters (4 h, 450 °C)
for analysis of sterols. Additional water was collected to determine chlorophyll-a and
inorganic nutrients. All samples were stored at -20 °C until their analysis in the laboratory.
Chlorophyll-a was determined by fluorometry (Turner Design AU-10) according to Parsons
et al. (1984), and nitrate, phosphate and silicic acid by spectrophotometry (Strickland and
Parson, 1960). Temperature, salinity and oxygen concentration were recorded with a CTD

(RBR XR-200 Ruskin).

2.2. Sterols analysis

Extraction of lipid biomarkers from filters was carried out according to Bligh and Dyer
(1959), using an accelerated solvent extractor (ASE 35) with a 3:1 mix of dichloromethane
and methanol at 100 °C, 5 min heat, 5 min static time, 50% rinse volume and 7 s purges.

Lipid extract was concentrated with a rotary evaporator and dried with anhydrous Na,SO,
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and separated into four fractions by column chromatography (10 cm length, 0.5 cm ID)
filled with ca. 0.9 g deactivated silica gel. Aliphatic hydrocarbons (F1) were eluted with
40mL hexane, ketones (F2) were eluted with 50 mL toluene/hexane (1:3 v/v), alcohols (F3)
with 50 mL ethyl-acetate/hexane (1:9 v/v), and polar compounds (F4) were eluted with 35
mL ethyl acetate/methanol/hexane (4:4:1 v/v). The alcohol fraction (F3) was derivatized
with 80 pL BSTFA (N,O- bis(trimethylsilyl) trifluoracetamide) and 40 uL TMCS

(trimethylchlorosilane) at 70 2C for 1 h before analysis.

Derivatized solutions were injected (1 uL) on a gas chromatograph coupled to a mass
spectrometer (GC-MS) equipped with a HP5-MS chromatographic column (30 x 0.2mm,
0.25 um film thickness; Agilent Technologies). Identification of sterols was achieved by
analyzing mass spectra and comparing with available mass spectrometry data of sterols
(Online lipid library; http://www.chemspider.com). Sterol concentration was determined
using internal standard 1-nonadecanol (5 pg). Coefficient of variation for analysis was

12% (n=10).

2.3. Data analysis

Two-way ANOVA was applied to test statistical differences among periods and depths on
rank-transformed data of environmental variables and sterol abundance in order to use
data that do not meet assumptions of normality (Conover and Iman, 1981; Neter et al.,

1996). Similarity for sterol composition was estimated based on the Bray-Curtis distance
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matrix index and hierarchical cluster analysis (UPGMA clustering). Statistical and
ordination analyses were carried out in software packages PAST (Hammer et al. 2001) and

Statistica version 6.0.

3. Results

3.1. Physicochemical and biological variability

A stratified water column was evidenced during all seasons, with a surface fresh water
layer (<10 psu) occupying the top 4 to 8 m of the water column in proglacial fjord and
Baker channel (Fig 1B-E). The lowest salinities (below 3 psu) were observed in surface
waters in April 2012 near glacier terminus, whereas the highest values were observed in
waters of the Baker Channel during austral autumn and spring (Fig. 1B, E). Salinity
increased gradually with depth from ca. 26 psu to over 32 psu in bottom waters (Fig. 1B-
E). In austral autumn and summer, subsurface waters showed salinities lower than 30 psu
at 50 m depth in the proglacial fjord and deeper 30 psu halocline near glacier terminus
(Fig. 1B,D). In contrast, in austral winter and spring salinity values above 30 psu were
observed below 10-meter depth (Fig. 1C,E) and bottom waters of proglacial fjord showed
salinities higher than in summer and autumn (Fig. 1B-E). We observed a stronger
stratification of the water column along Martinez channel in austral summer, with low
salinity waters (<28 psu) occupying the top 10 m and salinities over 32 psu below 20 m

depth (Fig. 1F). A rising of haloclines was observed in the area close to Gulf of Penas (Fig.
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1F). Major differences in surface temperature in proglacial fjord were observed in March
2013, with values >9 °C, and in April 2012 with values <1°C (Fig. 1 supplementary
information). Along Martinez channel, surface temperatures increased from ca. 12 °Ciin

the inner area to over 13 °C towards ocean side (Fig. 1 supplementary information).

Chlorophyll-a ranged between less than 0.1 and 1.1 mg m~ in waters of proglacial fjord,
with maxima concentrations in surface waters during austral summer (March 2013; Table
1). Along surface waters in Martinez channel, chlorophyll-a concentration ranged from
0.2 to 1.3 mg m™ and maximum values were observed towards ocean side (Table 1).
Nitrate concentration in surface waters ranged between 0.2 and 18.5 pM and in bottom
waters from 6.7 to 27.5 uM during the study period (Table 1). In surface waters, the
highest and lowest (below the detection limit of the method) nitrate concentrations were
recorded in austral autumn (April 2012) in waters of proglacial fjord and Baker channel
(Table 1). In bottom waters, nitrate showed concentrations over 7 uM in all seasons, with
the highest values (>20 uM) recorded in winter and summer (Table 1). Phosphate
concentration ranged from 0 to 2.0 uM in surface waters and between 0.3 and 1.9 uM in
bottom waters (Table 1), with no clear seasonal pattern. Concentration of silicic acid
ranged between 5.9 and 79.5 uM in surface waters and from 3.3 to 25.3 uM in bottom
waters (Table 1), with the highest concentration in surface waters in March 2013 (>36
uM), and the lowest in April 2012 (3.2-16.1 uM) in surface and bottom waters (Table 1).
There were significant differences in nitrate, phosphate and silicic acid concentration

among seasons and depths (Table 2).
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3.2. Distribution and composition of sterols in the water column

We identified 17 sterols in surface and bottom waters of proglacial fjord, and channels
Baker and Martinez (Fig. 2; Table 2). We detected two saturated, six monounsaturated,
eight di-unsaturated and one tri-unsaturated sterols (Table 3). Total sterol concentration
ranged from 35.3 to 1726.2 ng L™ in surface and from 17.8 to 788.6 ng L™ in bottom
waters (Fig. 2, Table S1, Supplementary information). In surface waters, the highest sterol
concentrations (>1000 ng L™) were found in austral summer (March 2013) in waters of the
proglacial fjord, close to glacier terminus (Fig. 2A; Table S1, Supplementary information).
In contrast, the lowest concentrations (<200 ng L'l) were found in surface waters of the
fjord during winter (August 2012; Fig. 2A) and in waters of the Baker and Martinez
channels in summer (March 2013; Fig. 2A). In bottom waters, the highest concentrations
(200-800 ng L") were observed in austral autumn and spring (April 2012 and November
2013; Fig. 2B), whereas minimal concentrations (< 50 ng L) were found in austral winter
and summer (Fig. 2B, Table S1, Supplementary information). Sterol concentration showed
latitudinal differences along proglacial fjord, and longitudinal variations across gradient in
Martinez channel (Fig. 2C). Thus, in austral summer (March 2013), the highest
concentrations were observed in surface waters close to glacier terminus, decreasing
toward the mouth of the fjord and in Baker channel (Fig. 2A), contrary to trend in autumn
(April 2012) and spring (November 2013) (Fig. 2A). In bottom waters, in summer and

spring we observed a relatively homogeneous distribution of sterols in waters of the
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proglacial fjord, whereas in autumn high concentrations (>700 ng L") were observed in
Baker channel, close to the mouth of proglacial fjord (Fig. 2B). Along Martinez Channel,
higher concentrations (ca. 600 ng L™) were found in surface waters near Gulf of Penas,
than in inner channel (<150 ng L™, Fig. 2c). Significant differences were observed in sterol
concentration between depths (Table 2). For the whole data set, sterol concentration was
positively correlated with chlorophyll-a concentration and prokaryote abundance, and

negatively correlated with salinity and nitrate concentration (Table 4).

Variability in sterol composition was observed between surface and bottom waters and
among seasons in the proglacial fjord and Baker and Martinez channels (Fig. 3). In surface
waters sterols composition was dominated by cholesterol (ca. 15 — 40% of the total
sterols), methylene-cholesterol (ca. 5 — 40%), B-sitosterol (ca. 5 — 20%), fucosterol (ca. 5 —
35%) and brassicasterol (up to 20%) (Fig. 3A). In contrast, in bottom waters cholesterol
(ca. 20 —=70%) and R—sitosterol (ca.15 - 30%; Fig. 3B) dominated. Major differences in
surface water sterol composition in the proglacial fjord were observed in austral summer,
when methylene-cholesterol reached ca. 40% of sterols, and in spring, when fucosterol
averaged about 40% (Fig. 3A). In addition, in surface waters from autumn R-sitosterol
represented ca. 20% and R-sitostanol (a saturated sterol) accounted for ca. 15% of sterols
(Fig. 3A). In bottom waters, major differences were observed in autumn, when
brassicasterol predominated (>40%), followed by -sitostanol and cholesterol (ca. 20%;
Fig. 3B). An uncommon tri-unsaturated sterol (19-norergosta-5,7,9-trien-3--ol) was

detected in surface and bottom waters in autumn and in surface waters during winter.
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229

230  Since the main focus of our analysis was to study changes in source of organic matter
231  under different melting scenarios, sterols were grouped (Fig. 4) according to their source:
232  Plant sterols (PL-S), microalgae sterols (MIC-S) and cholesterol (CHOL; animals and less
233  specific source). Surface waters of proglacial fjord were characterized by high average
234  relative abundance of MIC-S (ca. 25 to over 50%) and CHOL (ca. 20 —40%), whereas

235  bottom waters, with exception of austral autumn (April 2012), were characterized by
236  CHOL relative abundance of 45% of sterols, followed by PL-S (ca. 20-40%; Fig. 4). In
237  particular, in surface waters of proglacial fjord during spring and summer, MIC-S

238  accounted for ca. 50% and MIC-S plus CHOL represented ca. 80% of sterols, respectively
239  (Fig. 4A).

240

241  PL-S proportion was positively correlated with nitrate and phosphate and negatively
242  correlated with chlorophyll-a concentration in the whole data set, whereas MIC-S was
243  positively correlated with chlorophyll-a and prokaryotes, and negatively correlated with
244  salinity, nitrate and phosphate (Table 4). In addition, in surface waters, proportion of PL-S
245  wasdirectly correlated with phosphate and nitrate, and MIC-S with chlorophyll-a and
246  prokaryote abundance, whereas in bottom waters, we did not observe significant

247  correlations between sterol categories and environmental variables (Table 4). Among
248  periods, positive correlations were found between PL-S and nitrate and phosphate in
249  autumn and spring, PL-S and salinity in spring, between MIC-S and chlorophyll-a in

250  summer and spring, and between MIC-S and prokaryotes in winter (Table 4). Negative
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correlations were observed between PL-S and chlorophyll-a in spring, MIC-S and salinity in
summer and spring, and MIC-S and nitrate and phosphate in spring. CHOL shown a
positive correlation with salinity and nitrate, and was negatively correlated with
chlorophyll-a for the whole dataset (Table 4). During spring, a positive correlation was
found between CHOL proportion and salinity, nitrate and phosphate and was negatively
correlated with chlorophyll-a, and in winter CHOL was negatively correlated with
prokaryote abundance (Table 4). Along waters of Martinez channel in summer, positive
correlations were found between chlorophyll-a and MIC-S, and CHOL and nitrate and
phosphate, whereas negative correlations were observed between CHOL and chlorophyll-

a and temperature (Table 4).

3.3. Similarity analysis of sterol composition

Similarity analysis of relative abundance of individual sterols (based in Bray-Curtis distance
matrix) resulted in five clusters (C1-C5) with more than 70% similarity (Fig. 5). C1 includes
mostly surface water samples from austral summer; C2 grouped bottom water samples
from most of seasons; C3 grouped surface water samples from proglacial fjord in autumn
and winter and from Martinez channel in summer; C4 includes mostly surface water
samples from spring and autumn, and C5 grouped bottom water samples from autumn

and surface water samples from the area close to glacier terminus in winter (Fig. 5).

The composition of C1 was characterized by a predominance of methylene-cholesterol
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(37-49%) followed by cholesterol (16—38%; Fig. 5). In this group MIC-S averaged over 50%,
whereas PL-S represented ca. 10% (Fig. 6). C2 was mainly composed of cholesterol (39—
73%) and B-sitosterol (4 to ca. 30%), and among categories PL-S represented about 30%,
whereas MIC-S averaged less than 10% (Figs. 5 and 6). Cluster C3 was characterized by
relative abundance of R-sitosterol ranging between 9 and 32%, brassicasterol between 11
and 24%; methylene-cholesterol from 3 to 14%, (no detected in GF_Aprl_3m) and
Fucosterol from 2—-20% (Fig. 5). C3 was characterized by MIC-S accounted for ca. 30% and
PL-S around 20% (Fig. 6). Representative sterols in C4 were cholesterol (15-20%) and 13-
sitosterol (15-32%) in spring and fucosterol (37-44%) and BR-sitostanol (19-41%) in autumn
(Fig. 5). Categories MIC-S and PL-S represented ca. 30 % each of all sterols in C4,
respectively (Fig. 6). Cluster C5 was mainly composed of brassicasterol (34-70%) and

cholesterol (17-41%), with MIC-S accounting for ca. 50% sterols (Figs. 5 and 6).

4, Discussion

We analyzed abundance and composition of sterols along freshwater-marine gradients
and their variability under different scenarios of meltwater flux in a Patagonian glacial
fjord. Under high melting conditions during austral summer, surface waters of proglacial
fjord showed maxima abundance of sterols and a composition dominated by molecules
representative of centric diatoms (Fig. 6). During the same period in the area near open
ocean, lower abundance of sterols was accompanied by a different compositional pattern,

evidencing changes in the dominant source of organic matter. Variations in sterol
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abundance were mostly associated with those of phytoplankton biomass (Table 4), and
changes in their composition were attributable to fluctuations in predominance of
phytoplankton populations among seasons and along freshwater-marine gradient (Fig. 6).
Our results suggest presence of a singular phytoplankton population (Fig. 5) adapted to
thrive under surface meltwater conditions in glacial fjords, potentially responsible for local
increase of phytoplankton biomass during austral summer. In contrast, during austral
autumn, winter and spring, low sterol concentrations were accompanied by other algae
sterols in surface waters, and an increase in relative abundance of plant sterols,
suggesting allochthonous contributions of organic matter into glacial fjords (Figs5 and 6).
In particular, in autumn, when high meltwater flux is evidenced (Fig. 1), presence of a
significant proportion of stanols and occurrence of an uncommon tri-unsaturated sterol
suggests influence of meltwaters in composition of sterols in the downstream fjord. In
bottom waters, low sterol concentration and a predominance of cholesterol and sterols
representative of plants during winter, spring and summer, suggest low organic matter
content and prevalence of refractory molecules in deep waters of Patagonian glacial
fiords. We suggest that ice melting modifies sterol composition by setting conditions for
development of singular populations of phytoplankton and by carrying glacier organic
matter into Patagonian fjords during periods of high meltwater flux. In the hypothetical
scenario of increasing ice melting, these changes in organic matter pool can potentially

affect the trophic status of glacial fjords.

4.1. Environmental variability, setting melting scenario in glacial fjord
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Low salinity surface waters (<26 psu), observed in the top 4 to ca. 10 m of the water
column along the fjord adjacent to Jorge Montt glacier and Baker channel, evidenced a
permanent influence of meltwaters on hydrographic structure of Patagonian glacial fjords
(Fig. 1B-E.). Below surface layer, salinity increased slowly to maxima values ca. 34 psu in
bottom waters, which were interpreted as representative conditions of marine waters. A
similar hydrographic structure was observed along Martinez channel, however a sharper
vertical gradient of salinity between 10 and 20 m evidenced stronger stratification of the
water column (Fig. 1F). In this channel, rising in haloclines at the mouth of the channel
reflected influence of oceanic waters entering through Gulf of Penas (Fig. 1F). Our
observations on water column hydrography are consistent with the model of two-or-
more-layer circulation described for Patagonian fjords and channels, which is attributed to
surface input of freshwater from rivers, ice melting and precipitations and from deep

inflow of marine water from the oceanic area (Silva et al., 1997; Silva et al., 2011).

Seasonality in the influence of meltwaters on water column structure was evidenced by
changes in dilution of marine conditions in subsurface and bottom waters. In austral
summer and autumn, dilution of marine waters resulted in the presence of waters with
salinities lower than 30 psu at 50 m depth along proglacial fjord (Fig.1B,D). In autumn near
glacier terminus (Fig. 1A), waters with salinities lower than 30 psu reached the bottom of
the fjord (Fig. 1B), whereas in winter and spring, 30 and 31 psu isolines were at about 20

m and ~50 m depth along channel, respectively (Fig. 1C,E). We interpreted these
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differences in salinity distribution as contrasting scenarios of ice melting of Jorge Montt
glacier, with higher fluxes of metwater during austral autumn and summer. Although
direct measurements of meltwater flux are not available for the study area, it is expected
that an increase in atmospheric temperatures during austral summer result in a higher
runoff of meltwaters into the fjord, thus diluting marine conditions of the water column
that can persist until autumn. Consistently, during summer we observed high

temperatures in surface waters along proglacial fjord (Fig. 1, supplementary information).

In agreement with a strong influence of freshwater fluxes in the study area, surface waters
were characterized by high concentrations of silicic acid, especially along Martinez
channel, where concentrations higher than 60 uM were detected in inner sites (Table 1).
The distribution of silicic acid together with lower concentrations of nitrate and phosphate
in surface waters of fjords are also indicative of influence of freshwater fluxes in waters of
channels and fjords of central Patagonia (Gonzalez et al., 2013; Torres et al., 2014),
whereas, and consistent with a marine source, high concentrations of nitrate and
phosphate were found in bottom waters of the study area (Table 1). Chlorophyll-a
concentrations were lower than 1.3 mg m™ during all seasons, evidencing oligotrophic
conditions in waters of this fjord area. This is consistent with low primary productivity and
phytoplankton biomass reported for fjords and channels of central Patagonia, which are
attributed to unfavorable light conditions since high load of suspended material and low
concentrations of macronutrients in surface waters (Aracena et al. 2011; Gonzalez et al.

2013).
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4.2. Sterol distribution in waters of Patagonian glacial fjords

Sterol concentrations in surface and bottom waters of proglacial fjord and channels during
the study period were in the range (35 - 1726 ng L% Fig. 2) of that reported for cold
environments such as Antarctic lakes (Matsumoto, 1989), Arctic waters (Rontani et al.
2014) and Sea Ice (Belt et al. 2013), and Atlantic Southern Ocean (Cavagna et al. 2013).
The highest sterol concentrations were observed in surface waters of austral summer in
proglacial fjord, near glacier terminus (>1000 ng L'!), whereas the lowest concentrations
(<100 ng L") were found in bottom waters (Fig. 2). Sterol concentration was positively
correlated with that of chlorophyll-a, particularly in summer when it was also inversely
correlated with nitrate concentration. We suggest the increase in phytoplankton biomass
as main factor controlling changes in sterol abundance in surface waters of proglacial
fiord. In the same period (austral summer), sterol concentration was lower than 600 ng Lt
along Martinez channel and showed no correlation with chlorophyll-a. Relatively high
concentrations of sterols and chlorophyll-a were observed in sites near mouth of the
channel (Fig. 2, Tablel), where hydrography (Fig. 1F) shows higher influence of oceanic
waters. In contrast, lower concentrations of sterols and chlorophyll-a, comparable to
those found in waters of proglacial fjord during winter, were measured in inner area of
Martinez channel, where freshwater could promote unfavorable conditions for

phytoplankton production (Aracena et al. 2011, Gonzalez et al. 2013).
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Overall composition of sterols in waters of proglacial fjord and channels was characterized
by a predominance of cholesterol, brassicasterol, methylene—cholesterol, B-sitosterol and
fucosterol, which together contributed by over 70% of sterols (3a). In bottom waters
cholesterol and RB-sitosterol were the most representative molecules (Fig. 3b). Methylene-
cholesterol and brassicasterol are considered representative of diatoms (Volkman &
Hallegraeff, 1988; Barrett et al., 1995; Volkman, 2003; Rampen at al., 2010) and fucosterol
has been described as characteristic of some Chlorophyta microalgae and some
macroalgae (Volkman, 1986; Volkman and Hallegraeff 1988; Chikaraishi et al. 2006). 13-
sitosterol is well represented in plants whereas cholesterol in animals (including
zooplankton) but they have been found in low abundance in some microalgae (Volkman
1986; 2003). Based on sterol distribution, our results evidenced a significant proportion of
microalgae sterols in surface waters and a predominance of plant sterols and cholesterol
in bottom waters (Fig. 4). Segregation in proportion of phytoplankton-derived sterols
respect to other sources throughout water column, fall in the general pattern observed in
the open ocean (no freshwater source), where plankton-derived lipids prevailed in surface
waters and loss of labile molecules during sinking results in less reactive organic matter in
bottom waters (Wakeham et al. 1997). This distribution is also consistent with previous
observations for surface water sterol composition in the Crozet Plateau in Southern Ocean
(Hernandez et al. 2008) and in Arctic and Antarctic Sea Ice (Nichols et al. 1989; Belt et al.
2013) and with water column distribution of particular microalgae sterols in the Atlantic
Southern Ocean (Cavagna et al. 2013). Thus, predominance of cholesterol and sitosterol

and low amounts of algae-derived sterols in bottom waters may result from selective
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preservation of more refractory organic matter. Low renewal of oceanic-derived deepest
waters of Patagonian fjords (Silva and Vargas, 2014) can result in degradation of more
labile organic matter leaving a refractory signature in bottom waters. Additionally, the
presence of a copious woodland vegetation and continental drainage can result in
significant inputs of terrestrial organic debris to fjords and channels that can explain the
predominance of sitosterol in bottom waters. Sitosterol represents a dominant portion of
sterols in vascular plants (Litjohann, 2004) and in aquatic environments strongly
influenced by terrigenous material plants is considered its main source (Yunker et al.

1995).

Major differences in sterol composition were observed among seasons in surface waters
of proglacial fjord (Fig. 3A). During summer methylene-cholesterol was the most
abundant sterol, whereas fucosterol was the highest in spring (Fig. 3A). Additionally,
surface waters in summer in Martinez channel and in winter in proglacial fjord, showed a
significant relative abundance of brassicasterol (Fig. 3A). Methylene-cholesterol is
considered representative of centric diatoms (Barret et al. 1995; Rampen et al. 2010),
particularly for Thalassiosirales (Volkman and Hallegraeff, 1988; Rampen et al. 2010),
whereas brassicasterol can represent pennate diatoms (Volkman 1986; Rampen et al.
2010). Accordingly, our results suggest dominance of centric diatoms during melting
condition of summer in proglacial fjord waters, whereas for the same period along
Martinez channel and in winter in proglacial fjord, pennate diatoms appear to

predominate. These results are consistent with reports of prevalence of genera of centric
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and pennate diatoms in the study area (Gonzalez et al. 2013) and with predominance of
pennate Pseudo-nitzschia in waters of Martinez and Baker Channel in spring 2013 (Lange
and Rebolledo, unpublished data). During spring in surface waters of proglacial fjord, high
relative abundance of fucosterol suggests prevalence of other microalgae in meltwaters.
Fucosterol appears to be abundant in Chlorophyta (Volkman 1986; Volkman and
Hallegraeff 1988; Volkman et al. 1994), therefore its occurrence is a plausible possibility
since in estuarine systems chlorophytes dominate in low salinity waters during certain
periods (Thompson et al. 1998; Gang et al. 2014). Another source of fucosterol are
macroalgae (Chikaraishi et al. 2006; Volkman and Hallegraeff 1988; Lopes et al. 2001).

Those possibilities need to be evaluated.

A different scenario was observed in autumn, when similar proportions of representative
sterols of microalgae and plants, saturated sterols (stanols) and cholesterol were found in
surface meltwaters (Figs. 3A and 4A). The presence of stanols is indicative of sterol
degradation (Rontani et al. 2009; 2014) and of reworked organic matter and low
proportion of fresh material (Volkman et al. 2007). Thus, occurrence of stanols in surface
waters of proglacial fjord in autumn suggests organic matter with a sizable fraction of
refractory material, probably carried by meltwaters from glacial surface. In support for
that, stanols relative abundance showed significant negative correlations with chlorophyll-
a and temperature, and significant positive correlations with nitrate and phosphate (Table
4). In addition, during autumn we also detected an unusual tri-unsaturated sterol

identified as 19-norergosta-5,7,9-trien-3R-ol (phycomysterol B, Table 2, Table 1,
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supplementary information), which has been reported in some species of filamentous
Fungi (Barrero et al. 1998; 2002). Consistently, meltwaters appear to be an important
source of fungal sequences during high ice melting condition in the study area (Gutiérrez
et al. 2015). We suggest that in austral autumn, a period with apparently high meltwater
flux but unfavorable conditions for phytoplankton growth due to low PAR, composition of
sterols in proglacial fjord was significantly influenced by discharge of molecules from the
glacier. Glacier organic matter contains autochthonous and allochthonous molecules
(Pautler et al. 2012; 2013) partially reworked on supraglacial environments, such as
organic debris of vascular plants transported by winds (Wharton 1985). These organic
molecules can be transported with meltwaters to downstream ecosystems (Hood et al.
2015) and modify the composition of organic matter in proglacial fjords. A high correlation
of B-sitosterol and sitostanol abundances (Pearson = 0.86, p-value = 0.000) suggests same
source for these sterols, with the latter probably coming from degradation of

phytosterols.

In bottom waters, major changes in sterol composition were observed in autumn and in
summer, when significant proportions of microalgae sterols (brassicasterol in autumn, and
methylene-cholesterol and fucosterol in summer) and of saturated sterols were found
(Figs. 3B and 4B). Although the abundance of sterols was significantly lower in bottom
than in surface waters, the presence of characteristic molecules of microalgae suggest
that sterols can be transferred more efficiently from surface to deeper waters during

periods of high meltwaters flux. Consistently, like in surface meltwaters, we observed a
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significant proportion of stanols and the presence of 19-norergosta-5,7,9-trien-3-ol in
bottom waters in autumn. We suggest that deepening of cold and low salinity waters
during these periods (Fig. 1B) promote vertical mixing and transport of matter to bottom

waters of proglacial fjord.

4.3. Sterol signatures in glacial fjord waters

Major variability in sterol composition in waters of Patagonian glacial fjords and adjacent
channels was explained mostly by changes in few sterols representative of microalgae and
plants, and cholesterol. According to relative abundance of these molecules,
concentration of sterols and chlorophyll-a, and relative proportion of microalgae to plant
sterols, we defined different organic signatures among periods, depths and locations in
the study area (Figs. 5 and 6). While ubiquitous among the water column, cholesterol was
the prevalent sterol in bottom waters together with B-sitosterol. Since this pattern of
composition was accompanied by low concentrations of sterols and low values of MIC-S to
PL-S ratio (Fig. 5), we interpreted this signal as indicative of less reactive organic matter in
most of deep waters of proglacial fjords and channels in central Patagonia. This apparent
conservative signature of sterol distribution may be partially modified during scenarios of
high meltwater flux, as observed in austral summer and autumn, when a relatively higher
contribution of microalgae-derived sterols and stanols are found in bottom waters of the

proglacial fjord.
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In surface waters, variability in sterol composition among seasons was mostly associated
with changes in predominance of sterols representative of microalgae. Thus, under high
ice melting condition of summer and relatively high chlorophyll-a and sterol
concentration, predominance of methylene-cholesterol suggests a prevalence of centric
diatoms in surface waters of proglacial fjord (Fig. 5). Under apparent low melting scenario
of winter and spring, moderate concentrations of sterols were accompanied by a
predominance of fucosterol and brassicasterol, suggesting a predominance of green
microalgae and pennate diatoms. A prevalence of brassicasterol in waters along Martinez
channel, suggest that the presence of pennate diatoms can be interpreted as indicative of
waters under no direct influence of ice melting. These results are consistent with a higher
sterol content per cell (Belt et al. 2013) observed in centric diatoms (i e. high sterol to
chlorophyll-a ratio in surface meltwaters in summer in proglacial fjord) and low sterol
content per pennate diatom cell (Belt et al. 2013) (i e. low sterol to chlorophyll-a ratio in
surface waters in summer in Martinez channel). Finally, the occurrence of stanols in
surface waters of proglacial fjord, as well as the presence of tri-unsaturated sterols,
appears to be a distinctive signal of direct influence of ice melting in sterol composition of

waters of glacial fjord.

Fjords of central Patagonia are under direct influence of ice melting from glaciers of
Northern and Southern Patagonian Icefields. Meltwater flux can modify physicochemical
features and microbial community composition in downstream fjords (Moffat 2014;

Gutiérrez et al. 2015). Here we show evidence for meltwaters modifying organic matter
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composition by setting favorable conditions for development of specific microalgae
populations and by carrying organic molecules from glacial environments. Considering
that meltwaters can impact autotrophic and heterotrophic microbial community of fjords
and can be a potential source of organics molecules, we propose that progressive ice
melting of Patagonian Icefields (Willis et al., 2012) will have a significant effect on trophic
status of Patagonian fjord and channel ecosystems by changing the bioavailability of

organic substrates for heterotrophic activity.
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Table 1. Sample ID and chemical and biological characteristics of the waters sampled during April and August 2012 in the fjord
adjacent to Jorge Montt glacier. Concentrations of nutrients are average of duplicate samples. n.d.: not detected, - : not data.

Date Collection site Sample ID Latitude Longitude Sample depth Nitrate Phosphate Silicic acid Chlorophyll-a  Prokaryotes
(x108 cells L-
(°S) (cw) (m) (uM) (uM) (uM) (mg m3) )
Apr-12 Glacial fjord GF_Apr1l_3m 48.264 73.445 3 n.d 0.01 £0.01 16.1+0.4 0.15 3.22
Apr-12 Glacial fjord GF_Apr2_3m 48.247 73.445 3 53+09 n.d. 182+0.7 0.29 1.57
Apr-12 Glacial fjord GF_Apr6_3m 48.266 73.449 3 75+05 0.69+0.02 59+0.3 0.06 1.62
Apr-12  Glacial fjord (sill) GF_Apr10_3m  48.218 73.502 3 1.6+0.1 0.33%0.01 11.8+0.9 0.18 3.83
Apr-12 Baker channel BC_Aprl5.3m  48.183 73.476 3 185+1.6 196+0.08 149+0.4 0.11 2.15
Aug-12 Glacial fjord GF_Augl _Om 48.297 73.456 0 0.8+0.0 0.08+0.00 20.6 £ 0.0 0.02 2.86
Aug-12 Glacial fjord GF_Aug2_0m 48.237 73.470 0 1.0+0.0 0.09+0.00 25.8+0.0 0.56 2.56
Aug-12 Baker channel BC_Aug3_3m 48.194 73.503 3 56+0.0 0.55+0.00 143+0.0 0.27 211
Mar-13  Martinez channel =~ MC_Mar1_3m 47.785 73.640 3 45+0.1 0.11%0.01 60.4 + 0.4 0.07 6.17
Mar-13  Martinez channel ~MC_Mar2_3m 47.789 73.723 3 3.2x0.0 0.13+0.01 67.0+0.6 0.21 2.19
Mar-13  Martinez channel =~ MC_Mar3_3m 47.814 73.947 3 1.5+0.0 0.09+0.02 79.5+0.1 0.65 4.30
Mar-13  Martinez channel =~ MC_Mar4_3m 47.771 74.240 3 3.5+£0.0 0.17 £ 0.01 455+0.1 0.73 4.02
Mar-13  Martinez channel =~ MC_Mar5_3m 47.792 74.462 B 20+0.0 0.09+0.02 46.9 0.2 1.26 5.16
Mar-13  Martinez channel MC_Mar6_3m 47.777 74.639 3 2.0x0.0 0.05 +0.02 319+0.0 0.84 5.34
Mar-13 Glacial fjord GF_Marl_3m 48.299 73.459 3 06+0.0 0.01+0.02 10.7 £ 0.0 0.89 6.19
Mar-13 Glacial fjord GF_Mar2_3m 48.295 73.458 3 0.5+0.0 n.d. 159+0.0 0.48 3.83
Mar-13 Glacial fjord GF_Mar3_3m 48.295 73.488 3 22+0.0 0.36+0.09 43.2+0.1 1.13 7.18
Mar-13 Glacial fjord GF_Mar4_3m 48.235 73.467 3 1.3+0.0 0.14+0.01 314 +0.1 0.23 6.37
Mar-13 Baker channel BC_Mar5_3m 48.192 73.488 3 24+0.0 0.16+0.00 52.5+0.0 0.51 10.49
Mar-13 Baker channel BC_Mar6_3m 48.159 73.459 3 03+0.0 0.23+0.01 36.4+0.0 0.34 4.70
Nov-13 Glacial fjord GF_Nov1_3m 48.282 73.442 3 n.d. 0.10 £ 0.06 284 +6.3 0.33 -
Nov-13 Baker channel BC_Nov2_3m 48.191 73.506 3 03+0.1 0.12+0.06 252+ 0.67 -
Nov-13 Baker channel BC_Nov3_3m 48.072 73.537 3 0.2+0.1 0.19 £ 0.01 26.6+0.4 0.74 -
Nov-13 Glacial fjord GF_Nov4_3m 48.231 73.471 3 0.2+0.1 0.002 + 42 +04 0.62 -
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Nov-13
Apr-12
Apr-12

Apr-12
Aug-12
Mar-13
Mar-13
Mar-13
Mar-13
Mar-13
Mar-13
Mar-13
Mar-13
Nov-13
Nov-13
Nov-13
Nov-13
Nov-13

Baker channel
Glacial fjord
Glacial fjord

Glacial fjord (sill)
Baker channel
Martinez channel
Martinez channel
Glacial fjord
Glacial fjord
Glacial fjord
Glacial fjord
Baker channel
Baker channel
Glacial fjord
Baker channel
Baker channel
Glacial fjord

Baker channel

BC_Nov5_3m
GF_Apr2_160m

GF_Apr6_210m
GF_Apr10_105
m

BC_Aug5_70m
MC_Mar3_50m
MC_Mar5_100m
GF_Mar1_90m
GF_Mar2_200m
GF_Mar3_25m
GF_Mar4_50m
BC_Mar5_50m
BC_Mar6_200m
GF_Nov1_190m
BC_NovZ2_30m
BC_Nov3_150m
GF_Nov4_70m
BC_Nov5_130m

48.190
48.247
48.266

48.218
48.146
47.814
47.792
48.299
48.295
48.295
48.235
48.192
48.159
48.282
48.191
48.072
48.231
48.190

73.487
73.445
73.449

73.502
73.435
73.947
74.462
73.459
73.458
73.488
73.467
73.488
73.459
73.442
73.506
73.537
73.471
73.487

3
160
210

105
70
50

100
90

200
25
50
50

200

190
30

150
70

130

1.5+0.0
6.7+0.1
7.6 £0.4

10.5+0.6
247 0.0
27.5+£0.0
26.1£0.0
12.2+£0.0
10.6 + 0.0
9.0+0.1
7.8+0.2
9.5+0.0
20.6 £ 0.0
7.8+0.3
7.9 +0.1
143 +0.6
7.1+£1.6
103 +2.4

0.15+0.13
0.87 £0.00
0.76 £ 0.01

1.07 £ 0.02
1.40 £ 0.00
1.15+0.02
1.52£0.01
0.58 £ 0.030
0.49 £ 0.03
0.43 £0.01
0.33£0.01
0.62 £ 0.02
1.92 +0.03
1.00 £ 0.05
0.82 £ 0.15
0.62 +0.00
0.96 £0.13
1.09+0.32

25.7+0.0
43+0.1
33+0.1

4107
125+0.0
34.8+0.0

31.2+0.03
10.7 £ 0.04
13.6£0.2
11101
7.0x0.1

9.6 0.0
22.2%0.0

49+0.1

58+
6.2+1.7
58+0.9
125+ 0.4

0.59
n.d.
n.d.

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
0.00
0.00
0.16
0.03
0.05
0.01
n.d.
0.04
0.06
0.01
n.d.

3.28
1.14

1.52
0.96
0.74
0.90
2.13
3.52
2.57
3.04
3.44
1.87
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Table 2. Two-way ANOVA to test statistical differences on the rank-transformed data of dissolved inorganic nutrients, prokaryote

abundance, chlorophyll-a concentration and sterol concentrations (-- : insufficient data for analysis).

Variable Factor df F p-value
Nitrate Period 4 4.21 0.009
Depth 1 91.98 0.000
Period*Depth 4 4.69 0.005
Phosphate Period 1 2.89 0.040
Depth 1 53.96 0.000
Period*Depth 1 4.01 0.010
Silicic acid Period 1 10.67 0.000
Depth 1 21.93 0.000
Period*Depth 1 0.29 0.881
Prokaryote Period 1 9.14 0.000
Depth 1 27.81 0.000
Period*Depth 1 3.30 0.038
Chlorophyll-a Period 1 1.22 0.323
Depth 1 - -
Period*Depth 1 - -
Sterols Period 1 1.18 0.340
Depth 1 16.85 0.000
Period*Depth 1 0.69 0.606
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Table 3. Sterols detected in waters of the fjord adjacent to the Jorge Montt glacier. In numerical nomenclature (C, 4Y),

o, n

oa.n

x” represents

carbon number and “y” indicates possition of double bond, y = 0 means absence of double bonds (stanols).

Nomenclature

Common Name

C. AY

26,27-Dinorergosta-5,22-dien-3-ol
Cholesta-5,22-dien-3B-ol
Cholesta-5-en-38-ol
Cholestan-38-ol
24-methyl cholest-5,22-dien-33-ol
3B-Cholest-7-en-3-ol
24-methylene-cholest-5-en-3B-ol
24-methylcholest 5-en-3B-ol
24-ethylcholest-5,22E-dien-3[3-ol
19-Norergosta-5,7,9-trien-3b-ol
Stigmasta-5,7-dien-3B-ol
24-ethylcholest-5-en-3B-o0l/24-ethyl-cholesterol
5a-Stigmastan-33-ol
Stigmasta-5,24(28)-dien-3B-ol
40,23,24-Trimethyl-5a-cholest-22-en-33-ol
4-Methylergost-7-en-3-ol
29-Methylisofucosterol

22-Dehydrocholesterol
Cholesterol
Cholestanol
Brassicasterol
Lathosterol
Methylene-cholesterol
Campesterol
Stigmasterol
Phycomysterol B
7-Dehydrositosterol
B-Sitosterol
B-sitostanol
Fucosterol
Dinosterol
24-Methyl lophenol
29-Methylisofucosterol

Cos AS’ 22
C27A5' 22
Coy N’
C,7A°
C28A5' 22
Cor’
Cos AS’ 24(28)
Coslh’
Coo A5,22
C27A5,7,9
CzeAS'7
Cool®
Cool°
Cys A5,24(28)
Cao 22
Caol’

Cso 7524(28)
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Table 4. Significant correlations between environmental variables and sterol abundance,

stanols proportion, plant sterols (PL-S), microalgae sterols (MIC-S) and cholesterol (CHOL).

Total data set

Total sterols Stanols PL-S MIC-S CHOL
Salinity -0.366 -0.447 0.431
n=42 n=42 n=41
p=0.017 p=0.003 p=0.020
Nitrate -0.4021 0.507 0.378 -0.5636 0.4789
n=40 n=17 n=40 n=40 n=40
p=0.010 p=0.038 p=0.016 p=0.000 p=0.002
Phosphate 0.4929 0.352 -0.4030
n=17 n=40 n=40
p=0.044 p=0.026 p=0.010
Chlorophyll-a 0.5350 -0.7145 -0.4112 0.6601 -0.4726
n=34 n=14 n=34 n=34 n=34
p=0.001 p=0.004 p=0.016 p=0.000 p=0.005
Prokaryote 0.4102 0.4058
n=32 n=32
p=0.020 p=0.021
Surface waters
Temperature -0.8549
n=12
p=0.000
Nitrate 0.7736 0.6325 -0.4200
n=11 n=23 n=23
p=0.005 p=0.001 p=0.046
Phosphate 0.6957 0.5628
n=11 n=23
p=0.017 p=0.005
Silicic acid -0.5843
n=12
p=0.046
Chlorophyll-a 0.3999 -0.8323 0.5553
n=25 n=25 n=25
p=0.048 p=0.001 p=0.004
April 2012
Temperature
Salinity 0.9015
n=7
p=0.006
Nitrate 0.7936
n=7
p=0.033
Phosphate 0.8019
n=7
p=0.030
Silicic acid -0.8593
n=7
p=0.013
Prokaryote 0.9687 -0.9547
n=4 n=4
p=0.031 p=0.045
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August 2012

Salinity -0.6828 -0.6072
n=12 n=12
p=0.021 p=0.036
Nitrate -0.5896
n=12
p=0.044
Chlorophyll-a 0.7522 0.6450
n=12 n=12
p=0.005 p=0.024
March 2013
Salinity 0.9428 0.7948 -0.9495 0.9368
n=6 n=10 n=10 n=10
p=0.005 p=0.006 p=0.000 p=0.000
Nitrate 0.9658 0.7446 -0.9002 0.9517
n=6 n=9 n=9 n=9
p=0.002 p=0.021 p=0.001 p=0.000
Phosphate 0.9365 0.7766 -0.9403 0.8491
n=6 n=10 n=10 n=10
p=0.006 p=0.008 p=0.000 p=0.000
Chlorophyll-a -0.8692 0.8822 -0.8791
n=8 n=8 n=8
p=0.005 p=0.004 p=0.004
November 2013
Temperature -0.7377
n=8
p=0.037
Nitrate -0.7271 0.8548
n=8 n=8
p=0.041 p=0.007
Phosphate 0.8242
n=8
p=0.012
Chlorophyll-a 0.8769 -0.8229
n=6 n=6
p=0.022 p=0.044
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Figure 1. Study area (A) and vertical sections and isolines of salinity in April (B) and August
2012 (C) and March (D) and November (E) 2013 in proglacial fjord, and laong Martinez
channel in March 2013 (F). NPI: Northern Patagonian Icefield, SPI: Southern Patagonian

Icefield.
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Figure 2. Concentration of sterols in surface (A) and bottom (B) waters along proglacial

fjord and Martinez channel (C).
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Figure 3. Average composition of sterols in surface (A) and bottom (B) waters along

proglacial fjord and Martinez channel during study periods. MC, Martinez Channel.
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Figure 4. Distribution of sterols among of plants (PL-S), microalgae (MIC-S), cholesterol
(CHOL), and others in surface (A) and bottom (B) waters of proglacial fjord and Martinez
channel (CM) during the study period. Plant sterol: §-sitosterol, stigmasterol, campesterol;

Microalgae sterol: Methylene-cholesterol, brassicasterol, fucosterol.
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Figure 5. Similarity analysis of sterol composition and distribution of total sterol, MIC-S to PL-S ratio and chlorophyll-a among

samples. Groups C1, C2, C3, C4 and C5 showed similarity over 70%. Blue line indicates 70% of similitude, in sample ID GF=glacial

fjord, BC=Baker channel and MC=Martinez channel.
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April 2012

Longitude °W

Figure 7 . Supplementary information. Vertical sections and isolines of temperature in

April (A) and August 2012 (B) and March (C) and November (D) 2013 in proglacial fjord,

and laong Martinez channel in March 2013 (E).
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Table 5. Supplementary information. Concentration of individual and total sterols (ng L™) in surface and bottom waters of the fjord adjacent to Jorge

Montt glacier (glacial fjord) and in Baker and Martinez channels.

Date  Collectionsite Latitude Longitude Depth CzgA*?% Cy3A% % CpB® CpyA® Cpgh®? CppA7 CppB™° CogA¥2 P8 CpfA® CpgB%? CpgA®™ Cy0A° CagA7 CpoA° Cro** 8 C30A% Total

Apr-12 Glacial fjord 48.264 73.445 3 68.62 37.92 16.77 3145 21.50 18.19 7 194.45
Apr-12 Glacial fjord 48.247 73.445 3 45.94 16.75 7.33 139.15 5.57 29.15 27.68 15.80 " 287.38
Apr-12 Glacial fjord 48.266 73.449 3 55.95 11.92 11.94 27.56 28.45 96.93 69.02 18.09 " 319.86
Apr-12 Glacial fjord (sill) ~ 48.218 73.502 3 8.54 99.02 5598 8.58 37.87 30.50 894 1142 54.83 4411 " 359.80
Apr-12 Baker channel 48.183 73.476 3 5.27 91.66 48.38 16.49 29.42 41.68 148.66 87.51 " 469.06
Aug-12 Glacial fjord 48.297 73.456 0 68.41 56.93 3.45 5.25 5.58 4.78 10.37 11.40 " 166.17
Aug-12 Glacial fjord 48.237 73.470 0 57.18 2337 1253 831 25.32 1156 15.63 7.73 19.52 " 181.14
Aug-12 Baker channel 48.194 73.503 3 10.98 1430 108.34 41.04 14.60 31.09 16.22 79.94 46.30 " 362.81
Mar-13 Martinez channel  47.785 73.640 3 3.07 3.61 4024 3.28 2.53 6.40 19.32 " 7845
Mar-13 Martinez channel 47.789 73.723 3 6.12 10.14 50.00 20.59 4.75 16.29 3332 196 233 2.54 7 148.03
Mar-13 Martinez channel 47.814 73.947 3 14.13 23.53 117.86 65.83 1645 843 30.84 7275 4.00 15.66 4.28" 373.76
Mar-13 Martinez channel  47.771 74.240 3 33.80 27.70 85.35 109.73 55.87 44.03 892 7205 4.96 109.51 9.40 " 561.33
Mar-13 Martinez channel  47.792 74.462 3 21.17 16.22 55.51 76.74 29.93 20.47 435 4873 298 43.23 400" 323.31
Mar-13 Martinez channel 47.777 74.639 3 41.02 39.22 171.22 122.88 74.42 17.64 60.30 74.02 " 600.72
Mar-13 Glacial fjord 48.299 73.459 3 25.55 11.62 613.81 152.73 759.24 23.64 47.13 92.49 "1726.21
Mar-13 Glacial fjord 48.295 73.458 3 16.56 9.15 458.35 5531 630.74 22.89 56.84 56.64 "1306.48
Mar-13 Glacial fjord 48.295 73.488 3 4111 15.50 351.88 75.55 414.05 30.89 75.69 83.79 "1088.48
Mar-13 Glacial fjord 48.235 73.467 3 3133 13.04 318.20 34.74 491.37 28.48 48.75 38.33 "1004.24
Mar-13 Baker channel 48.192 73.488 3 10.38 3.64 90.74 1231 94.82 7.43 18.73 9.81 " 247.87
Mar-13 Baker channel 48.159 73.459 3 26.55 2.09 0.94 5.69 " 3528
Nov-13 Glacial fjord 48.282 73.442 3 161 345 2854 275 232 6.65 6.31 234 2470 61.78 " 140.47
Nov-13 Baker channel 48.191 73.506 3 3.37 8.20 45.03 6.39 10.76  2.50 17.19 12.43 738 4115 89.07 " 243.48
Nov-13 Baker channel 48.072 73.537 3 4.51 9.87 26.65 1.12 11.97 12.61 7.56 391 27.82 72.04 " 178.07
Nov-13 Glacial fjord 48.231 73.471 3 6.87 13.58 55.51 10.48 17.83 222.13 16.37 1446 4113 159.77 " 558.13
Nov-13 Baker channel 48.190 73.487 3 12.89 21.36 109.69 11.32 3428 9.79 36.62 3537 19.02 92.44 23034 11017 624.14
Apr-12 Glacial fjord 48.247 73.445 160 62.52 258.45 17.82 23.02 9.08 " 370.90
Apr-12 Glacial fjord 48.266 73.449 210 5.61 8.75 1.83 3.67 " 19.86
Apr-12 Glacial fjord (sill) ~ 48.218 73.502 105 135.73 61.69 20.31 14.32 41.65 190.98 323.87 " 788.56
Aug-12 Baker channel 48.146 73.435 70 23.65 1.41 8.03 " 33.09
Mar-13 Martinez channel 47.814 73.947 50 0.86 3.08 5099 181 104 1.04 1.02 178 7.66 " 69.28
Mar-13 Martinez channel 47.792 74462 100 0.59 11.03 0.86 5.54 " 18.02
Mar-13 Glacial fjord 48.299 73.459 90 199 7.71 61.77 2.70 9.32 51.10 10.02 " 144.61
Mar-13 Glacial fjord 48.295 73.458 200 512 19.68 3.07 13.70 4.10 " 4567
Mar-13 Glacial fjord 48.295 73.488 25 24.00 1.53 9.84 " 3537
Mar-13 Glacial fjord 48.235 73.467 50 0.96 0.54 1249 1.12 2.72 " 17.83
Mar-13 Baker channel 48.192 73.488 50 0.49 13.01 1.38 0.10 5.24 " 2022
Mar-13 Baker channel 48.159 73.459 200 7.00 286 65.57 1211 63.11 3.99 9.73 7.99 " 172.36
Nov-13 Glacial fjord 48.282 73.442 190 0.32 6.81 40.77 5.60 179 2.63 15.38 4.45 T 7175
Nov-13 Baker channel 48.191 73.506 30 2.28 4.90 37.05 3.96 191 5.65 28.58 2.81 " 8714
Nov-13 Baker channel 48.072 73.537 150 19.20 1.96 10.29 1.55 " 33.00
Nov-13 Glacial fjord 48.231 73.471 70 2.10 7.72 80.85 302 171 342 258 13.66 77.39 15.72 " 208.17
Nov-13 Baker channel 48.190 73.487 130 0.58 1485 92.82 190 1.58 282 281 15.84 69.07 15.92 " 218.21
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5. Discusion

5.1.- Variabilidad fisicoquimica y bioldgica en el fiordo.

Los resultados del anélisis de salinidad y temperatura en la columna de agua (Figura 8 anexo)
evidenciaron la presencia de una capa de agua fria (< 9 °C) y dulce (< 10 psu) que se extendid
entre los 4 y 10 m de profundidad en todos los periodos de estudio. Bajo la capa superficial un
aumento en la salinidad y temperatura reflejo la menor influencia de agua dulce y por lo tanto una
transicion hacia aguas mas marinas (26 a 34 psu). La estructura estratificada de la columna de
agua observada es consistente con el patron general de circulacion y las caracteristicas
hidroldgicas del sistema de fiordos y canales de la Patagonia definidas previamente (Silva et al.,
1997; Silva et al., 2011). Variaciones estacionales fueron observadas en la extension vertical y
horizontal de la capa superficial de agua deshielo asociado a la descarga de agua dulce
proveniente del glaciar Jorge Montt. Asi, en abril del 2012, esta capa alcanzo 4 m de espesor y se
extendio hasta aproximadamente 26 km desde la boca del glaciar hasta el cana Baker. Ademas,
durante este periodo se observo la menor temperatura (0.7°C) y salinidad (2.15 psu), reflejando
una mayor estratificacion (Fig.1, anexo). Estas condiciones fueron consideradas como el periodo
de maxima descarga de agua dulce e interpretadas como un escenario de alto deshielo. En este
contexto el periodo de menor estratificacion fue Noviembre 2013, lo que se interpreto como el
escenario de menor deshielo, extendiéndose la capa de agua dulce hasta cerca de los 10 m (Figura
8), con una temperatura de hasta 11°C vy salinidad hasta 7 psu. Adicionalmente, en Marzo 2013
se observaron las mayores temperaturas superficiales llegando 12.6°C. Bajo la capa superficial la
salinidad aumentdé gradualmente hasta llegar a valores de 30 a 33 psu en las aguas de fondo.
Durante todos los periodos analizados, bajas concentraciones de nitrato y fosfato fueron
observadas en la capa superficial, diferente a lo observado en el agua de fondo. Contrario a esto,
el &cido silicico mostrd las mayores concentraciones en la capa superficial y menores
concentraciones en el estrato de fondo. La mayores concentraciones superficiales de nitrato (5.3 -
18.5 puM) y fosfato (0.7 - 2.0 uM) fueron percibidas en la campafia de abril. Sin embargo, estos
niveles fueron acompafiados por una baja concentracién de clorofila-a (0-06-0.3 ng L™), lo que
sugiere que la entrada de agua dulce afecta a la productividad, resultando en una mayor
acumulacion de nutrientes que deberian estar en menores concentraciones en superficie
(Gonzalez et al., 2011). Contario a esto, las mas altas concentraciones de Chl-a fueron observadas
en marzo y noviembre 2013 con 1.13 ng L™ y noviembre 0.74 ng L™ respectivamente. Valores de
esa magnitud han sido reportados para zonas hyperoligotréficas limitadas en macronutrientes
como nitrato y fosfato (Morel at al., 2010). Para canales y fiordos de la Patagonia central, se ha

sugerido una baja productividad producida por la alta carga de material suspendido y bajo
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contenido de macronutrientes en aguas superficiales (Aracena et a. 2011; Gonzélez et al. 2013).

5.2.- Esteroles en la columna de agua

La concentracion de esteroles en la columna de agua en todas las campafias varid entre 35,3 y
1726,2 ng L™ (Figura 9), estos valores se encuentran dentro del rango reportado para sistemas de
altas latitudes como lagos de la antéartica (Matsumoto et al., 1984; Matsumoto, 1989) y el océano
austral (Green et al., 1992; Villinski et al., 2008), ademas en otros sistemas asociados a
influencias continentales como por ejemplo para la cuenca del rio Orinoco (Jaffé et al. 1995) y el
rio Amazonas (Richey et al. 1986). La mayor concentracion de esteroles fue encontrada durante
marzo 2013, donde las aguas superficiales mostraron una alta abundancia de metileno-colesterol
(>40%), el cual se encontré significativa y altamente correlacionado (R* = 0.99) con la
concentracion total de esteroles, lo que confirma que este compuesto es el principal responsable
de la mayor abundancia de esteroles durante este periodo. El metileno-colesterol ha sido
reportado como representativo de diatomeas en ambientes marinos (Volkman & Hallegraeff,
1988; Barrett et al., 1995; Volkman, 2003; Kamenarska et al., 2003; Rampen at al., 2010).
Durante esta campafia en la zona cercana al glaciar también se registraron las mayores
concentraciones de Chl-a, la que se correlacion positiva y significativamente con la concentracion
de esteroles (Tabla 1 anexo). En aguas superficiales, las concentraciones mas altas de esteroles
fueron observadas durante Marzo 2013 en las estaciones cercanas al glaciar, mientras que la
concentraciones mas bajas se encontraron en la zona del canal Baker en marzo y noviembre 2013,
un patrén diferente al observado el afio 2012 (abril y agosto) ya que las concentraciones mayores
se observaron en las estaciones ubicadas en la zona del canal Baker, lo que significaria que en
periodos de mayor deshielo debido al verano austral se veria favorecida la produccion primaria.
Este gradiente latitudinal en la productividad primaria ha sido evidenciado en la Patagonia
chilena, en la zona norte de los fiordos (Gonzélez et al., 2011). Este patron también se observé en
el analisis de Aracena et al. (2011) para el area total de la Patagonia chilena, ademas se observo
un fuerte gradiente de influencia terrestre en la materia organica marina desde las cabezas de los
fiordos a las areas abiertas en el norte de la Patagonia chilena (Sepulveda et al., 2011, Silva et al.,
2011).

Para las aguas de fondo la concentracion de esteroles durante todas las campafas fluctuo entre
18-788 ng L™ encontrandose las mayores concentraciones en las estaciones realizadas en el canal
Baker, aunque para el periodo de noviembre 2013 las m&ximas concentraciones estuvieron entre
el glaciar y el canal Baker lo que se reflejo en la mayor cantidad de esteroles encontrados en el

sedimento superficial para ese periodo y coincide con la zona donde se encuentra una morrena
69



(Figura 9). En los glaciares el proceso de floculacion de particulas es importante desde el puntos
de vista de la sedimentologia del material orgénico presente (Szczucinski & Zajaczkowski, 2012),
por la tanto la acumulaciéon de material dependeria de la capacidad de agruparse que tendrian las
particulas y que favoreceria su sedimentacion, por lo que se presume que la resuspension y la

floculacion son los responsables de la acumulacion en la zona de la morrena.

5.3.-Composicion de esteroles en el fiordo.

La composicion de esteroles (Tabla 2) se caracterizd por una predominancia de colesterol
(colesta-5-en-3p-ol, C»7A°), Brasicasterol (24-metil-colest-5,22-dien-3p-0l, C2sA> %), Metileno-
colesterol  (24-metilene-colest-5-en-3p-0l, CsA> @) B-sitosterol, P-sitostanol (24-etil-
colesterol, CpoA®+ CpA°%) y Fucosterol (Stigmasta-5,24(28)-dien-3p-ol, CoeA> @) los cuales
representaron mas del 70 y hasta 90 % en los periodos estudiados. Cabe sefialar que la molécula
de colesterol fue la Unica que estuvo presente en todas las muestras, esto se debe a su ubicuidad,
ya que no solo se encuentra en las membranas celulares sino que también forma parte de procesos
biologicos en las células eucariontes de organismos heterotroficos (Bianchi & Canuel, 2011).
Durante Abril de 2012, cuando la capa superficial de agua de deshielo presenté una mayor
estratificacion (indicando un mayor deshielo) el esterol mas abundante fue f-sitosterol al interior
del fiordo y en el canal Baker. El B-sitosterol (C,sA°) se encuentra dentro del grupo de los
fitoesteroles, denominados asi porque son caracteristicos de plantas vasculares (Scheuer, 1973;
Wannigama et al., 1981; Gagosian et al., 1983; Shaw & Johns, 1985) en distintos ambientes,
incluyendo zonas de latitudes altas (Li et al., 1995; Wakeham et al., 1997). La presencia de B-
sitosterol sugiere una predominancia de material proveniente de plantas vasculares en la zona del
fiordo en el periodo de mayor deshielo. Por el contrario, en agosto de 2012 el Brasicasterol
alcanzo las mayores concentraciones en aguas superficiales, hasta 34% en las muestras en la zona
cercana al glaciar, sugiriendo un origen mas marino en la sefial de esteroles. El brasicasterol es
considerado un marcador de diatomeas (Rubinstein & Goad, 1974), no siendo un marcador
especifico sélo para ese grupo de organismos ya que se ha encontrado en otras microalgas
(Volkman et al. 1998; VVolkman, 2003). Ademas cabe destacar que solo en las campafias del 2012
se observé en las muestras el 19-Norergosta-5,7,9-trien-3b-ol (Phycomysterol B), un esterol tri-
insaturado muy poco comun en aguas marinas Y el cual se ha reportado para especies de hongos
(Barrero et al., 1998), por lo que se presume que podria pertenecer a alguna especie de hongos
asociados a aguas estuarinas y que se verian favorecidos por la entrada de material terrestre de
tipo vascular o bien la presencia de material terrigeno conteniendo hongos, esporas, etc.
Consistentemente, Gutiérrez et al. (2015) reportaron la presencia de secuencias de hongos en

aguas superficiales durante el periodo de mayor deshielo en el area de estudio. En marzo 2013, la
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maxima concentracion de esteroles y Chla-a fue observada en la zona mas cercana al glaciar
Jorge Montt y el esterol dominante en las aguas superficiales fue el Metileno-colesterol, el cual
llegd hasta 44% en las muestras. Esta molécula es considerada representativa de especies de
diatomeas unicelulares y formadoras de cadenas (Volkman & Hallegraeff, 1988; Patterson, 1991.:
Barret et al., 1995; Volkman et al. 1998; Volkman 2003). La presencia de abundantes microalgas
durante este periodo podria ser explicada por el aumento de la incidencia de luz que favoreceria el
crecimiento de éstas (Aracena et al., 2011). En noviembre, se observé un patrén diferente con una
predominancia de Fucosterol tanto en la zona cercana al glaciar como en el canal Baker con hasta
un 44% en las muestras, el cual también ha sido asociado a microalgas marinas (Ikewaka et al.,
1968; Kamenarsk et al., 2003; Lee et al., 2004). Estos resultados, indicarian un origen diferente
de la materia organica bajo diferentes periodos contrastantes de deshielo, siendo en algunos casos
de origen autoctono y en otros aléctono. En aguas superficiales, la variabilidad en la composicion
de estroles al parecer estaria siendo mayormente controlada por los cambios en las poblaciones
dominantes de fitoplancton como se desprende del analisis de correlacion positiva entre la
clorofila-a y el total de esteroles (Tabla 2), mientras que la composicion en el agua de fondo
estaria siendo controlada por el transporte vertical de la materia organica, debido a que se observa
un aumento en la sefial marina en el periodo de maximo flujo de deshielo (otofio), mientras que
en los otros periodos se mantiene dominante la sefial de colesterol y fitoesteroles en las aguas de

fondo.

5.4.- Similitud en la composicion de esteroles y su relacion con las variables oceanograficas.
El andlisis de composicion de esteroles se utilizo ademas para realizar el andlisis de similitud
(Figure 5 y 6, seccion resultados). Este analisis arrojé la presencia de 5 grupos diferentes con
sobre 60% de similitud entre muestras (C1, C2, C3, C4 y C5), que corresponden a patrones
espacio-temporales que permitieron observar como se comportaron las moléculas de esteroles en
las diferentes campafias. El grupo C1 corresponde casi en su totalidad a muestras superficiales de
marzo 2013 (escenario de deshielo estival) y que se caracteriza por la abundancia de metileno-
colesterol, un esterol que es considerado un indicador de diatomeas céntricas, en particular del
orden Thalassiosirales (Volkman & Hallegraeff, 1988; Rampen et al., 2010) y que se verian
favorecidas por las condiciones de mayor radiacion solar en periodo estival (Gonzalez et al.,
2013). El grupo C2 en cambio abarcé a las muestras de las aguas de fondo de 3 periodos
(invierno, primavera y verano) las que contenian una mayor sefial de colesterol y fitoesteroles,
este patron es consistente con la vision general de los lipidos en ambientes marinos, donde en
aguas superficiales estaria mas asociados al plancton, y debido a la pérdida de moléculas mas

reactivas en el proceso de sedimentacion, en las aguas de fondo darian lugar a una prevalencia de
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moléculas organicas mas refractarios (Wakeham et al., 1997), encontrandose en estas aguas
moléculas de estanoles, las que se producen por reduccién de las moléculas de colesterol y -
sitosterol (Rontani et al., 2009; 2014). El grupo C3 consistié en muestras superficiales del fiordo
en el periodo otofio y primavera junto con a la transecta realizada en el canal Martinez (verano
2013). Este grupo se caracterizo por la presencia de esteroles de microalgas, especificamente el
brasicasterol un esterol que ha sido reportado para especies de diatomeas del tipo penadas
Volkman, 1986; Rampen et al., 2010), la prevalencia de esta molécula a lo largo del Canal
Martinez sugiere que las diatomeas penadas se ven favorecidas en aguas sometidas a menor flujo
de deshielo, lo que es consistente con la presencia de este tipo de diatomeas en la zona de estudio
(Gonzélez et al., 2013). El grupo C4 contiene muestras de aguas superficiales de primavera y
otofio, las que se caracterizan por la presencia del fucosterol lo que sugiere la prevalencia de otro
grupo microalgas en aguas superficiales. El fucosterol ha sido reportado para la division de las
clorofitas (e. g. Prasinophyceae Volkman, 1986; Volkman & Hallegraeff, 1988; Volkman et al.,
1994), este grupo de microalgas ha sido observado en sistemas estuarinos en condiciones de baja
salinidad durante ciertos periodos (Thompson et al., 1998; Gang et al., 2014), aunque para la
zona de estudio no hay informacion sobre abundancia de este grupo de organismos para ser
comparado. Ademas, el fucosterol ha sido reportado para especies de macroalgas pardas
(Chikaraishi, 2006; Volkman & Hallegraeff 1988), sin embargo no se dispone informacion sobre
distribucion de macroalgas para esta zona. El grupo C5 se caracterizd por contener muestras de
agua de fondo del fiordo en periodo de otofio, las que se caracterizaron por la presencia de
esteroles indicadores de microalgas, esto se deberia a que en ese periodo es el mayor flujo de
deshielo lo que favoreceria el transporte vertical de estas moléculas llegando asi a aguas mas
profundas, lo que no fue observado en otros periodos. Por otro lado en este periodo las muestras
contenian Phycomysterol B un esterol tri-unsaturado reportado para especies de hongos (Barrero
et al., 1998), y estanoles, lo que sugiere una predominancia de materia organica degrada (Rontani
et al. 2014).

5.5.- Sefales de esteroles en las aguas del fiordo.

La variabilidad en la composicion de esteroles a lo largo de los fiordos patagénicos y canales
prevalencia junto al [-sitosterol en aguas profundas, ademéas este patron observado fue
coincidente con bajos valores en la concentracion de esteroles lo que se interpreté como una sefial
que indicaria una predominancia de materia organica mas refractaria en las aguas mas profundas
de los fiordos patagonicos. El patron observado en aguas profundas puede estar sujeto a cambios
durante escenarios de alto flujo de agua de deshielo, como fue posible observar en las muestras de

verano Yy otofio austral que contenian una mayor proporcion de esteroles y estanoles provenientes
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de microalgas marinas en aguas profundas en la zona més cercana al frente glaciar estudiado fue
principalmente influenciada y explicada por los cambios que se producian por algunos esteroles
dominantes pertenecientes a microalgas y plantas, ademas del colesterol. De acuerdo al analisis
de abundancia relativa de esteroles, la concentracion de esteroles y clorofila-a, junto con la
proporcion relativa de esteroles de microalgas y fitoesteroles se pudieron distinguir sefiales
espacio-temporales en el area de estudio (Fig. 5y 6, resultados). Es asi, como la molécula de
colesterol mantuvo su presencia en toda la columna de agua, siendo destacable su prevalencia en
aguas profundas junto con el B-sitosterol. Dado que este patron de composicion fue acompafiado
por bajas concentraciones de esteroles y bajos valores de esteroles en la proporcion de esteroles
de microalgas Y esteroles de asociados a plantas (Fig. 5), se interpret6 esta sefial como indicativa
de materia organica menos reactiva en la mayoria de aguas profundas de los fiordos proglaciales
y canales de la Patagonia central. Esta aparente sefial conservativa de distribucion de esteroles
puede ser modificada parcialmente durante escenarios de alto flujo de agua de deshielo, como se
observa en el verano y el otofio austral, cuando una relativamente mayor contribucion de esteroles

derivados de microalgas y estanoles se encuentran en aguas del fondo del fiordo proglacial.

Por otra parte, en las aguas superficiales, la variabilidad entre periodos en la composicién de
esteroles fue asociada mayormente a los cambios que se producian debido al predominio de
distintos esteroles representantes de grupos de migroalgas. Asi, en condiciones de alta fusion de
hielo en el periodo de verano, méxima concentracion de clorofila-a y de esteroles, la molécula de
esteroles que predominé fue el metileno-colesterol, 1o que sugiere que bajo esas condiciones hay
una prevalencia de diatomeas centricas en las aguas superficiales cercanas al frente glaciar (Fig. 5
Resultados). En contraste, bajo un aparente escenario de menor fusién de hielo representado por
las condiciones de invierno y primavera se observa un predominio de moléculas de fucosterol y
brasicasterol, lo que sugiere que bajo regimenes de menor entrada de agua dulce y mayor
estratificacion en la columna de agua microalgas verdes y diatomeas del tipo pennadas podrian
ser favorecidas. En esta misma linea, la prevalencia de Brasicasterol en aguas a lo largo del canal
Martinez, sugiere que la presencia de diatomeas pennadas se podria interpretar como un indicador
de aguas que tendrian una baja o no directa influencia de aguas de deshielo. Finalmente, la
aparicion de estanoles en aguas superficiales del fiordo proglacial, asi como la presencia de
esteroles tri-insaturados, parece ser una sefial distintiva de la influencia directa de la fusién del

hielo en la composicion de esteroles de las aguas del fiordo glacial.
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5.- CONCLUSIONES

Este estudio presenta por primera vez la distribucion de esteroles en fiordos y canales
Patagdnicos, en la zona de descarga del Glaciar Jorge Montt, ademas de reportar por primera
vez la presencia de un esterol tri-insaturado descrito para especies de hongos llamado
Phycomysterol (19-Norergosta-5, 7, 9-trien-3b-ol) en aguas de deshielo glaciar. Dicho esterol
fue prevalente en el periodo de mayor flujo de deshielo y en conjunto con la presencia de
estanoles, parece ser una sefial distintiva de la influencia directa de la fusion de hielo glaciar y

que afectaria la composicion de esteroles en el fiordo aledafio al glaciar Jorge Montt.

La composicion de esteroles en la capa superficial y profunda mostré diferencias,
encontrandose una mayor abundancia de esteroles asociados a microalgas (30-70%) en la capa
superficial en casi todos los periodos estudiados. Una excepcion a este patron fue observada en
otofio, cuando las caracteristicas de la columna de agua sugieren un mayor flujo de deshielo.
Durante este periodo, se observd un aumento la sefial de esteroles de plantas. En aguas de
fondo, los esteroles mas abundantes fueron los asociados a plantas (30-40%) y el colesterol que
Ilegb hasta 70% en algunas muestras. Este patron de composicién podria ser explicado por la
remocion del material organico més fresco durante la sedimentacion y la prevalencia de
moléculas de caracter mas refractario. Considerando este patron de distribucion de esteroles la

Hipétesis n® 1 (H,) es rechazada.

Los resultados de esta investigacion sugieren que la biomasa de fitoplancton (clorofila-a)
contribuiria mayormente a la abundancia de esteroles en el fiordo adyacente al glaciar Jorge
Montt durante los periodos de mayor incidencia solar (primavera y verano). Durante épocas de
mayor deshielo se observo un aumento de la concentracion de B-sitosterol (50%) en la zona del
fiordo adyacente al glaciar, lo que indicaria una predominancia de esteroles que provienen de
plantas vasculares, por lo tanto, la Hipdtesis n°® 2 (H,) es aceptada. Esto sugiere que una
fraccién importante del material organico proveniente de eucariontes descargado por el agua de
deshielo tendria una sefal terrigena, y por el contrario en los periodos de menor deshielo la
sefial de esteroles de origen marino (metileno-colesterol y fucosterol) se hace mas importante,

lo que sugiere una predominancia de materia organica de origen autdctono (microalgas).

Considerando que el material terrigeno (en particular plantas) es considerado menos disponible
que aquel producido in situ por microalgas, sugerimos que un eventual escenario de mayor

deshielo puede modificar la biodisponibilidad de sustratos organicos y por lo tanto impactar la
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actividad heterotréfica y la composicion de la comunidad microbiana de los fiordos

patagdnicos.
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Figura 8. Seccion Vertical de temperatura y salinidad en la zona de estudio durante abril 2012 (A, B) y
noviembre 2013 (C, D).

88



Momenclature c, Y
T, 22

C2eh C 0% 2
22-Dehidrocholesterol C,.0%
Cholesta-5-en-3p-ol C,.0°
Cholestan-3[(-ol C,.0°
24-methyl cholest-5,22-dien-3p-ol Cgh™ ™
3B-Cholest-7-en-3-ol C,.07
24-methylene-cholest-5-en-33-ol C g™ 242
24-methylcholest 5-en-3B-ol Coplt”
24-ethylcholest-5,22E-dien-33-ol Coa™™
19-Norergosta-5,7,9-trien-3b-ol C,.07"F
Stigmasta-5,7-dien-3-ol C.l™
24-ethylcholest-5-en-3B-ol/24-ethyl-cholesterol  C,.A°
5a-Stigmastan-33-ol C,e0”
Stigmasta-5,24(28)-dien-3[-ol C o032
4c,23,24-Trimethyl-5a-cholest-22-en-3f-ol Coh™
4-Methylergost-7-en-3-ol Coett
29-Methylisofucosterol Capht™ 2225

Tabla 1. Esteroles identificados en el fiordo cercano al glaciar Jorge Montt. *”x” es el numero de atomos de

carbono e “y” indica la posicion del doble enlace, el numero “0” indica ausencia de doble enlaces
(estanoles).
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Distribucion latitudinal de la concentracion total de esteroles
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Figura 9. Distribucién de la concentracion total de esteroles (ng L™) en aguas superficiales y de fondo a lo
largo del fiordo durante todos los periodos (48.05-48.3°S).
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Variables Esterol total Colesterol Brasicasterol Metileno-co B-sitosterol Fucosterol Salinidad  Temperatura Nitrato Acido Silicicc Fosfato Cl-a
Esterol total 1 0,902 0,841 0,676 0,799 0,577 -0,377 0,035 -0,282 0,158 -0,178 0,404
Colesterol 0,902 1 0,745 0,607 0,772 0,373 -0,290 0,005 -0,243 0,185 -0,102 0,265
Brasicasterol 0,841 0,745 1 0,576 0,596 0,413 -0,332 0,153 -0,208 0,164 -0,165 0,294
Metileno-colesterol 0,676 0,607 0,576 1 0,418 0,589 -0,473 -0,125 -0,411 0,406 -0,315 0,581
B-sitosterol 0,799 0,772 0,596 0,418 1 0,307 -0,311 -0,134 -0,099 -0,022 0,076 0,152
Fucosterol 0,373 0,413 0,589 0,307 1 -0,373 0,111 -0,489 0,359 -0,460 0,670
Salinidad -0,377 -0,290 -0,332 -0,473 -0,311 -0,373 1 0,008 0,378 -0,511 0,468 -0,570
Temperatura 0,035 0,005 0,153 -0,125 -0,134 0,111 0,008 1 0,011 0,201 0,024 0,097
Nitrato -0,282 -0,243 -0,208 -0,411 -0,099 -0,489 0,378 0,011 1 -0,392 0,596 -0,664
Acido Silicico 0,158 0,185 0,164 0,406 -0,022 0,359 -0,511 0,201 -0,392 1 -0,480 0,609
Fosfato -0,178 -0,102 -0,165 -0,315 0,076 -0,460 0,468 0,024 0,596 -0,480 1 -0,692
Cl-a 0,404 0,265 0,294 0,581 0,152 0,670 -0,570 0,097 -0,664 0,609 -0,692 1

Tabla 2. Andlisis de correlacion sperman para ver las relaciones lineales significativas (p < 0.05) entre la composicion de esteroles y las

distintas variables obtenidas en este estudio

Los valores en negrita son diferentes de 0 con un nivel de significacion o=0,05
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