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Resumen

FIJACION DE NITROGENO EN BAHIA SAN QUINTIN, BAJA CALIFORNIA

Las praderas de pastos marinos son uno de los ecosistemas mas productivos en
el mundo y prestan una gran cantidad de servicios ambientales. Junto con la luz y
la temperatura, el nitrogeno (N) es un factor que limita su crecimiento y la fijacion
de N2 es un proceso que puede contribuir a aliviar dicha limitacion. En este estudio
se determinaron las tasas de fijacion de N, en praderas de Zostera marina y se
estudio el contenido y la composicion isotépica en los tejidos de dos de las
principales macrofitas de Bahia San Quintin (BSQ), el pasto Z. marina y la
macroalga Ulva spp. BSQ es una laguna costera localizada en el noreste del
Océano Pacifico, en donde las surgencias costeras son intensas durante
primavera e inicio de verano. Las mareas controlan la dinamica y la distribucion de
las propiedades del agua dentro de la laguna ya que los aportes terrestres de
agua son considerados nulos. Los muestreos de tejidos para la determinacion de
la composicion elemental e isotopica de C y de N, se realizaron en el periodo
comprendido entre febrero de 2013 y febrero de 2014 de manera bimensual, en
una red de nueve estaciones distribuidas en toda la laguna a lo largo de un
gradiente con diferente influencia oceanica. La variabilidad temporal del C y del N
en ambas macrofitas aparentemente estuvo determinada por variaciones en las
tasas de crecimiento y en el caso del N también por su disponibilidad en el medio.
Espacialmente la variacion de la razén C/N estuvo relacionada con los gradientes

del nitrégeno inorganico disuelto proveniente del océano. El valor promedio anual



de 5'°C y de 8"°N fue de -9.7 + 0.1 %o y de 11.3 + 0.1 %o para Z. marina y de -12.4
+ 0.2 % y de 13.1+ 0.1 %o para Ulva spp. Las diferencias en la composicion
isotopica entre ambas macréfitas probablemente se deben a factores como el
tiempo de recambio isotopico, que es menor en Ulva spp. que en Z. marina y a
diferencias en el fraccionamiento durante la captacion y la asimilacion del C y del
N. La poca variabilidad espacial de los valores de &'°C refleja la distribucion
homogénea del C inorganico. En general los valores de 5'°N fueron mas altos en
los tejidos de ambas macrdfitas que en el nitrato oceanico (9.2 £ 0.3 %o), indicando
un enriquecimiento del reservorio de N al interior de la laguna, asociado a los
procesos de nitrificacidon-desnitrificacion acoplados en los sedimentos. El patron de
la distribucion espacial de 5'°N fue consistente durante todos los periodos de
muestreo. En la zona central, los tejidos estuvieron enriquecidos con N con
respecto a las otras zonas de la laguna, lo cual esta asociado al enriquecimiento
del reservorio del N en los sedimentos debido a los procesos acoplados de
nitrificacion-desnitrificacion y probablemente a tasas de fijacion mas bajas. En la
zona mas interna se encontraron los valores de 3'°N mas bajos, en donde, para el
periodo de invierno, se encontré que la contribucién de la fijacion de N2 a la
demanda de N por parte de Z. marina es mayor (~10%).

Para la determinacion de las tasas de fijacion en los sedimentos y en la filosfera
de Z. marina el muestreo se realizé en cuatro sitios durante el invierno de 2015.
En cada sitio se recolectaron nucleos de sedimento dentro de la pradera y en la
zona adyacente a la pradera sin vegetacion. El rango de variacion de las tasas de
fijacion de N, en BSQ fue de 167 a 288 pmol m? d” siendo las bacterias

heterétrofas el grupo con mayor contribucion, tanto en los sedimentos como en la



filésfera. La ausencia de diferencias significativas espaciales de las tasas de
fijacion de Nj, probablemente se debe a que el muestreo se realizé durante el
invierno, periodo en el cual las tasas de crecimiento y la biomasa de Z. marina son
las mas bajas comparadas con otras estaciones del afo, o que ocasiona que el C
organico labil disponible para los diazétrofos varie poco, inclusive entre los
sedimentos con y sin vegetacion, asi como entre profundidades del sedimento.
Las bacterias epifitas contribuyeron unicamente con el 7% de la fijacion total. Se
estimo que durante el invierno las tasas de fijacion de N, pueden corresponder a
una tercera parte de las tasas de desnitrificacién, por lo que ésta reaccion de
incorporacion de N nuevo puede representar un proceso importante en el balance
de N en BSQ. Sin embargo, para tener conclusiones mas contundentes es
necesario medir tasas de fijacion de N, durante otras temporadas del afio, ya que
las tasas podrian ser mayores cuando se presentan las maximas tasas de

crecimiento y biomasa de Z. marina.
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Introduccion general

El nitrogeno (N) es un nutriente esencial para todos los organismos vivos y en
sistemas costeros y en el océano abierto la disponibilidad del N reactivo puede
controlar la estructura y el funcionamiento de los ecosistemas. El N biodisponible
en los sistemas acuaticos proviene de la regeneracion interna del N preexistente
(N regenerado), de la fijacion biologica de N2 atmosférico y de los aportes externos
de N (N nuevo) derivados de las descargas fluviales, la depositacion atmosférica,
el agua subterranea y los procesos de adveccion y mezcla en la columna de agua
(Dugdale and Goering, 1967; Sarmiento and Gruber, 2006; Sigleo et al., 2005). El
N fijado que es removido dentro de los sistemas a través de los procesos de
desnitrificacion, oxidacion anaerdbica de amonio (ANAMMOX por sus siglas en
inglés) y sepultamiento (Brandes et al., 2007) es compensado por el N nuevo. Las
actividades antropogénicas han alterado el balance entre los aportes de N nuevo y
la pérdida de N en los ecosistemas marinos debido al uso de fertilizantes en la
agricultura, la rapida expansion industrial, la urbanizacion costera y las actividades
acuicolas como la ostricultura (Galloway et al., 2004; Songsangjinda et al., 2000).
El ciclo del N es quizas el mas complejo de todos los ciclos biogeoquimicos en el
mar. El N existe en mas formas quimicas que la mayoria de los otros elementos y
presenta diversas transformaciones quimicas (Fig. 1), la mayoria de las cuales son
llevadas a cabo por organismos marinos como parte de su metabolismo, tanto
para sintetizar componentes estructurales como para obtener energia para su
crecimiento. EI N en el mar se presenta con cinco estados de oxidacion
relativamente estables, formando asi diferentes especies quimicas que incluyen el

nitrato (NO3), con estado de oxidacion de +V, el nitrito (NO3), con estado de

9



oxidacion +lll, el éxido nitroso (N,0), con estado de oxidacion +l, el nitrégeno
molecular (N,) con estado de oxidacién 0 y el amonio (NHJ), con estado de
oxidacion —Ill (Gruber, 2008). Como resultado de la alta diversidad de estados de
oxidacion, el N participa en reacciones de Oxido reduccion, cuya ocurrencia
depende en mayor grado de la disponibilidad de oxigeno como aceptor electrénico
y por lo que la disponibilidad de oxigeno controla de manera directa o indirecta

casi todas las reacciones del ciclo del N.

Estado de
oxidacion

<
}

L

L

Asimilacién
NH; —— > N orgénico

Amonificacion

Figura 1. Formas quimicas y procesos de transformacion del N en ecosistemas
marinos. Los procesos mostrados en gris ocurren unicamente en ambientes
anoxicos. Las formas quimicas del nitrégeno estan graficadas versus su estado de

oxidacion (Tomada de Gruber, 2008).
10



El amonio, el nitrato, el nitrito y el nitrégeno organico son formas de N reactivo y
generalmente son agrupadas como N fijado. Aproximadamente el 78% del aire
esta compuesto por N2, pero a pesar de su alta disponibilidad, su uso esta limitado
a algunos procariontes denominados diazétrofos. Los diazotrofos mediante el
proceso de fijacion de Nz (Nfix), reaccidon mediada por la enzima nitrogenasa,
transforman el N2 en N organico, en el cual se utiliza una gran cantidad de energia
(16 ATP) para romper el triple enlace de la molécula de N2, dando como resultado

la siguiente reaccion:
No+8H"+8e +16 ATP __ 3 2NH;3+H,+ 16 ADP + 16 P;

El proceso de Nfix es una fuente importante para el reservorio de N biodisponible y
puede controlar la producciéon primaria en sistemas marinos oligotroficos
(Carpenter and Capone, 2008). Aunque por mucho tiempo se consider6 que
Trichodesmium (organismo filamentoso) era el género de cianobacterias con
mayor contribucion a la Nfix en ambientes pelagicos en el océano, Moisander et al.
(2010) reportaron que 2 grupos de cianobacterias unicelulares pueden ser los
organismos mas dominantes en este proceso. Se estima que globalmente la
fijacion de N, es de ~140 Tg N afio™ (Fowler et al., 2013). Aunque se considera
que los sedimentos contribuyen unicamente con ~10% (15 Tg N afo) de la fijacion
marina global (Gruber, 2008), en las zonas costeras este aporte de N puede ser

una fuente importante de N reactivo para los productores primarios a nivel local.

Aunque se reconoce que los organismos diazétrofos son predominantes en aguas

oligotroficas (aguas pobres en N como giros oceanicos, arrecifes coralinos etc.),
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estos organismos también se desarrollan en sitios donde la demanda de N por los
productores primarios es muy alta y donde los procesos como la desnitrificacion
y/o el ANAMMOX causan la pérdida continta del nitrégeno biodisponible (Severin
and Stal, 2008). El proceso de fijacion en estuarios y lagunas costeras es
particularmente intenso en los sedimentos y estos pueden servir como una fuente
o un sumidero importante de N en estos sistemas (Fulweiler et al., 2007) y por lo
tanto controlar la intensidad de la produccion primaria. Los sedimentos presentan
una gran diversidad de cianobacterias de dos tipos, cianobacterias fotosintéticas
(con y sin heterocistos) y bacterias heterotroficas (Stal et al., 2010) y se ha
demostrado que las bacterias heterotréficas como las sulfatoreductoras también
realizan fijacion de N (Steppe and Paerl, 2002). La presencia de los diversos
grupos de cianobacterias en los sedimentos someros permite que la fijacion de N
ocurra de dia y de noche, por lo que las estimaciones de las tasas de Nfix suelen
realizarse en condiciones de oscuridad e iluminacion (Charpy et al., 2007; Severin
and Stal, 2008). En praderas de pastos marinos se ha sugerido que la fijacion de
N llevada a cabo en los sedimentos y en la filésfera puede representar una fuente
importante de N nuevo para los pastos marinos (Welsh, 2000), a pesar de que en
muchos sistemas costeros la concentracion de N en el agua intersticial es alta,

debido a la remineralizacion de la materia organica.

Las tasas de fijacion de nitrégeno pueden ser medidas con el uso de isétopos
estables y de manera indirecta a través del método de reduccion de acetileno.
Este dltimo, evalta la actividad de la nitrogenasa, midiendo directamente la tasa

de reduccion de acetileno y se calcula la fijacion de nitrégeno por medio de la
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relacion entre ambos procesos (Hardy et al., 1968). Por otra parte, la contribucion
de la fijacién de N, para las macrofitas puede calcularse midiendo la abundancia
natural de la razén "N/'N de los tejidos. Los valores de 5'°N se han utilizado
como un trazador natural de diversos procesos biogeoquimicos en sistemas
marinos (Owens, 1988). Dado que el N fijado tiene un valor de 8'°N cercano a 0%o
(Sharp, 2007), se espera que, mientras los valores en los tejidos de las macrdfitas
sean mas cercanos a 0%. la contribucion de la fijacion de N seria mayor. Sin
embargo, para poder hacer un calculo es necesario conocer la composicion
isotopica de las diferentes fuentes externas y reservorios internos de N. Aunque es
posible hacer inferencias acerca de los factores que pueden contribuir a la
variabilidad la composicidn isotopica en los tejidos de las macrofitas, si se tiene
conocimiento de los procesos que afectan al N biodisponible en un ecosistema
especifico.

En México el estudio de la fijjacion de N en sistemas marinos esta limitado a
sistemas coralinos (Casareto et al., 2008), por lo que se considera importante
hacer mas investigacion en este topico para los sistemas mexicanos y poder tener
un mejor entendimiento del ciclo del N.

Bahia San Quintin (BSQ) es un sistema en dénde se sabe que el océano
adyacente es la principal fuente de N nuevo, principalmente proveniente de las
surgencias costeras que se intensifican durante primavera y verano (Camacho-
Ibar et al., 2003), sin embargo no se sabe cual es la contribucion de la fijacion de
N como fuente de N reactivo. Aunque anteriormente se habia considerado que las
tasas de fijacién en esta laguna son probablemente muy bajas (Camacho-lbar et

al., 2003), informacion isotdpica reciente sugiere que este proceso puede
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contribuir con el N suficiente para disminuir los valores de 8'°N de los tejidos de
Zostera marina en la zona mas interna de la laguna (Carriquiry et al., 2016;
Hernandez-Sanchez, 2014; Sandoval-Gil et al.,, 2016, 2015). Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo es determinar la importancia de la fijacion de N2 en BSQ,
como fuente de N reactivo en la laguna. Para lo anterior se determinaron las tasas
de fijacion de N, en los sedimentos y en la filésfera de Z. marina y se caracteriz6
la composicidn isotopica de dos de los principales productores primarios en BSQ,

Z. marina 'y Ulva spp.
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Capitulo I. Patrones isotépicos de carbono y de nitrégeno de Ulva spp. y
Zostera marina coexistiendo en una laguna costera: registros de

oceanografia regional, fisiologia de las plantas y procesos biogeoquimicos

Trabajo sometido a la revista PLOS ONE: Carbon and nitrogen isotopic
patterns in co-existing Ulva spp. and Zostera marina in a coastal lagoon:
records of regional oceanography, plant physiology and local

biogeochemical processes

Resumen

El contenido de carbono (C) y de nitrégeno (N) y su composicién isotdpica (3'°C y
5'°N) fueron estudiados en los tejidos del pasto marino Zostera marina y la
macroalga oportunista Ulva spp. en Bahia San Quintin, una laguna costera
dominada por la marea e influenciada por surgencias en el noreste del Océano
Pacifico. Las muestras fueron recolectadas bimensualmente durante un afo a lo
largo de un gradiente espacial con diferente influencia oceanica, incluyendo
periodos de surgencia y de no surgencia. La variabilidad de la composicion
isotopica fue mayor en Ulva spp. que en Z. marina, probablemente como resultado
de un tiempo de recambio del tejido menor en la macroalga. La variabilidad
temporal en el C y el N estuvo aparentemente determinada por variaciones en las
tasas de crecimiento, aunque el contenido de N también refleja la disponibilidad de
nitrogeno inorganico disuelto (NID) en el agua. Los gradientes espaciales de la
razon C/N fueron principalmente determinados por los gradientes de N

proveniente del océano. El contenido de N en Ulva spp. decrecié en las estaciones
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mas cercanas a la boca, del inicio de verano a febrero de 2014, reflejando la falta
de N en el agua oceanica. Los valores de 5'°C en Z. marina variaron de -14.0 a -
6.4 %o (promedio -9.7 = 0.1 %o), y de -18.1 a -7.1 %o (promedio de -12.4 + 0.2 %o)
en Ulva spp., sugiriendo diferencias interespecificas en la captacion y la
asimilacion de C. La variabilidad espacial de 5'°C fue pequefia debido a que la
concentracion de C inorganico fue relativamente homogénea, mientras que la
variabilidad temporal mostré6 un decremento asociado con las surgencias. Los
valores de &'"°N variaron de 7.3 a 13.9 %o (promedio de 11.3 + 0.1 %o) en los
pastos y de 9.7 a 18.7 %o (promedio de 13.1 £ 0.1 %o) en las macroalgas, con gran
parte de los valores de 3'°N mayores a los del nitrato oceanico (9.2 + 0.3 %), lo
cual sugiere que el enriquecimiento isotopico dentro de la laguna esta asociado a
los procesos de nitrificacion-desnitrificacion acoplados en los sedimentos. Como
en otros estuarios, los valores de 5'°N fueron consistentemente mayores en Ulva
spp. que en Z. marina, probablemente debido a diferencias interespecificas
durante la asimilacion de N.

Palabras clave: Zostera marina, Ulva spp., contenido elemental, composicién

isotOpica, surgencias
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1. Introduccién

Las praderas de pastos marinos se encuentran entre los ecosistemas mas
productivos del mundo, proveen importantes servicios ecolégicos incluyendo el
almacenamiento de carbono (C), incrementando el sustrato disponible para los
organismos bentonicos, funcionando como habitat de crianza para importantes
especies comerciales y para la estabilizacion de los sedimentos (Fourqurean et al.,
2012; Mazarrasa et al., 2015; Orth et al., 2006). Las praderas de pastos marinos
también son sitios importantes para el ciclo de los nutrientes y funcionan como
biofiltros capturando el exceso del nitrogeno (N) proveniente de la acuacultura y
otras actividades antropogénicas (Sandoval-Gil et al., 2016). El area global de los
habitats de pastos marinos ha disminuido en las décadas recientes debido a
perturbaciones naturales y antropogénicas (Duarte et al., 2008; Orth et al., 2006;
Waycott et al., 2009). En algunas regiones, la reduccion de la cobertura del area
de las praderas de pastos marinos ha sido asociada con la presencia de
macroalgas oportunistas que crecen rapidamente como resultado de la
eutrofizacion ocasionada por el excesivo aporte de N desde el continente (Nelson
and Lee, 2001; Valiela et al., 2016). Sin embargo, la relacién entre la cobertura de
pastos marinos y la biomasa de macroalgas es a menudo dificil de evaluar, ya que
la distribucion espacial y la dinamica de la biomasa de estas macrofitas depende
de diversos factores ambientales y ecologicos (Hessing-Lewis and Hacker, 2013;
Holmquist, 1997; Jorgensen et al., 2007).

El contenido elemental del N y del carbono (%C y %N) y la composicién isotopica

(5"C y 5"°N) de los tejidos de la macrdfitas, han sido utilizados para evaluar las
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fuentes, la disponibilidad y el destino de los nutrientes en los sistemas costeros
(Cohen and Fong, 2006; Fourqurean et al., 1997; Papadimitriou et al., 2005). La
concentracion elemental de las macrofitas esta determinada por la disponibilidad
de nutrientes asi como los factores medioambientales que controlan su
crecimiento, tales como la disponibilidad de la luz y la temperatura, los cuales
varian estacionalmente e interanualmente (Altamirano et al., 2000; Dudley et al.,
2010; Grice et al., 1996). Dada la alta disponibilidad de bicarbonato (HCO3") en el
medioambiente marino, el balance de nutrientes (i.e. razon molar C/N) en los
tejidos vegetativos reflejan la limitacion espaciotemporal de N en los ecosistemas
costeros (Atkinson and Smith, 1983; Duarte, 1990).

Los valores de 8'°C de la vegetacién sumergida estan fuertemente determinados
por el nivel de la discriminacion isotopica en contra del *C que ocurre durante la
fijacion de C, asi como por la composicidn isotopica del reservorio de C
inorganico. En el medioambiente marino, las especies de C utilizadas por las
macrofitas marinas presentan diferente composicion isotépica (~9%o y 0%o para el
CO, y para el HCOg3' respectivamente, Kroopnick, 1985). Los pastos marinos y las
macroalgas, que son plantas tipo C-3, tienen la capacidad de utilizar ambas
especies de C, el CO, acuoso (CO2..q) ¥y el HCO3', como fuentes de C para la
fotosintesis (Beer, 1996; Beer and Koch, 1996; Beer and Rehnberg, 1997). Por lo
que resulta dificil determinar la contribucion relativa de cada especie de carbono al
reservorio de la planta. Debido al incremento de la demanda de C durante el
periodo maximo de las tasas de crecimiento, la discriminacién en contra del "*C
puede reducirse durante la captacion y la fotosintesis ocasionando un

enriquecimiento isotdpico en los tejidos de las macrdfitas (Papadimitriou et al.,
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2005; Vizzini and Mazzola, 2003). En sistemas estuarinos con un aporte
importante de descargas de los rios, los valores de 3'°C en los tejidos de las
macrofitas muestran un gradiente espacial muy marcado, ya que los valores de
5C del carbono inorganico disuelto (CID) de los rios estd relativamente
empobrecido en "*C (5'°C <-10%o) comprado con el CID oceénico (~2%o) debido a
la remineralizacion de la materia organica terrestre (Kaldy et al., 2013; Lemons et
al., 2011; Papadimitriou et al., 2005; Ruesink et al., 2015; Simenstad and Wissmar,
1985). Contrariamente, se espera un estrecho rango de los valores de 5'°C en los
ecosistemas en regiones aridas en donde hay poco o nulo aporte de agua
proveniente de los rios (Fourqurean et al., 1997; Lemons et al., 2011). Dados los
valores relativamente bajos de 3'°C en las aguas subsuperficiales provenientes de
las surgencias en los sistemas costeros (Sheu et al., 1996), los tejidos de las
macrofitas en los sistemas estuarinos influenciados por las surgencias pueden
exhibir un empobrecimiento del *C durante la temporada de surgencias relativa a
la temporada de no surgencias, particularmente en las areas con mayor influencia
oceanica.

Los valores de 8'"°N de los productores primarios acuaticos dependen fuertemente
de la composicion isotopica del reservorio de N disuelto (Christiaen et al., 2014).
La razén isotdpica del reservorio de N inorganico disuelto (NID), es por una parte
afectada por la fuente de agua externa (aguas de surgencia subsuperficiales,
aportes de rios y fuentes de N atropogénico; Fourqurean et al., 2005, 1997;
Papadimitriou et al., 2005) asi como por los procesos biogeoquimicos, incluyendo
la desnitrificacion pelagica, la nitrificacion-desnitrificacion acoplada en los

sedimentos y la fijacion de N (Alkhatib et al., 2012; Dahnke and Thamdrup, 2013;
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Rooze and Meile, 2016). Los valores de 3'°N en las macroalgas y en los pastos
marinos han sido utilizados como trazadores de descargas de aguas residuales,
las cuales estan tipicamente enriquecidas en "N (valores de &'°N >10%o) (Cohen
and Fong, 2005; Cole et al., 2004; McClelland et al., 1997; Orlandi et al., 2014).
Sin embargo, se ha sugerido que el incremento de los valores de 3'°N en las hojas
de los pastos marinos al interior de la Bahia de Tomales, California, EUA, resulta
de la asimilacion de N enriquecido en "N durante la desnitrificacion bentdnica
(Fourqurean et al., 1997). Estimaciones de la nitrificacion-desnitrificacion acoplada
en los sedimentos, resultan en un enriquecimiento isotopico (eseq) del reservorio de
N de ~4%. (Alkhatib et al., 2012).

Los valores relativamente altos de 3N en las macréfitas marinas, no
necesariamente reflejan los aportes de las descargas antropogénicas o del
proceso bentonico de nitrificacion-desnitrificacion acoplado. En diversos sistemas
estuarinos a lo largo del noreste de la costa del Océano Pacifico, en donde las
surgencias son una fuente significativa de nutrientes, la linea base de la
composiciéon isotopica del N disuelto esta altamente influenciada por el nitrato
oceanico, el cual presenta valores de 5'°N relativamente altos (~9%), debido a la
desnitrificacion en la zona del minimo de oxigeno de Pacifico ecuatorial
subtropical y del transporte subsuperficial de éstas aguas hacia el norte (Liu and
Kaplan, 1989; Sigman et al., 2005). Como resultado, valores relativamente altos
de "N han sido reportados para las macrdfitas recolectadas en el area de
California y Baja California (Carriquiry et al., 2016; Frankovich and Fourqurean,
1997; Huntington and Boyer, 2008; Lemons et al., 2011). En contraste, el

fraccionamiento isotopico durante la fijacion es considerado pequefio (-0.7+1.6 %o
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Sharp, 2007), por lo que los valores de 5'°N cercanos a 0% en los tejidos de las
macrofitas han sido asociados a la asimilacion de N proveniente de la fijacion de N
(Anderson and Fourqurean, 2003; Sandoval-Gil et al., 2015; Udy and Dennison,
1997).

Como es el caso para varios estuarios en el noreste del Océano Pacifico y otras
regiones en el mundo, la biomasa relativamente alta y la cobertura de Z. marina y
Ulva spp en Bahia San Quintin (BSQ), Baja California (Ward et al., 2004,
Zertuche-Gonzalez et al., 2009), ha sido asociada a la transferencia de carbono
autoctono a consumidores y al ciclo de nutrientes dentro de la laguna (Emery et
al., 2016; Ibarra-Obando et al., 2004; Sandoval-Gil et al., 2016, 2015; Zertuche-
Gonzalez et al., 2009). BSQ es una laguna costera altamente influenciada por
eventos intensos de surgencias que ocurren cerca de la boca. Dada la falta de
aportes de agua de rios, la principal fuente de NID (y CID) a la laguna es el
océano, particularmente durante la temporada de surgencias (de abril a Julio;
Camacho-Ibar et al., 2003; Hernandez-Ayon et al., 2004; Ribas-Ribas et al., 2011).
Sin embargo el NID tipicamente decrece rapidamente su concentracion hacia el
interior de la laguna debido al rapido consumo por productores primarios, por lo
que pastos y las macroalgas en las zonas mas internas de la laguna
probablemente dependen de la remineralizacion y del N fijado (Camacho-Ibar et
al., 2003; Hernandez-Ay6n et al., 2004; Ribas-Ribas et al., 2011; Zertuche-
Gonzalez et al., 2009).

El cultivo de ostiones se ha llevado a cabo en BSQ durante décadas (Aguirre-
Mufoz et al., 2001) y las excreciones de los ostiones son una importante fuente de

amonio para las macrofitas cercanas (Sandoval-Gil et al., 2016). Se ha sugerido
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que la cobertura de Z. marina en la laguna ha decrecido (Ward et al., 2003),
mientras que la biomasa de Ulva spp. y su cobertura han incrementado (Zertuche-
Gonzalez et al., 2009). Sin embargo, relaciones directas entre la dinamica
poblacional y la biomasa de estas especies aun no ha sido demostrada
(Jorgensen et al., 2009). Un estudio reciente demostré que los efectos negativos
de los florecimientos de la macroalgas a los habitats de pastos marinos en
sistemas influenciados por surgencias dependen de muchos factores, concluyendo
gue es necesarios se estudien los mecanismos que afectan la interaccion entre
ambas macrofitas, con el fin de determinar las respuestas a nivel ecosistema
(Hessing-Lewis and Hacker, 2013).

En el presente estudio, nuestro objetivo fue caracterizar la variabilidad
espaciotemporal de las fuentes y la disponibilidad de C y de N en BSQ a partir de
mediciones del contenido elemental (%C y %N) y de la composicion isotdpica
(5"C y 8'"°N) de dos de las macrdfitas mas abundantes (Z. marina y Ulva spp.)
durante un ciclo anual. Las macréfitas fueron muestreadas durante un afio en
nueve sitios a lo largo de un gradiente espacial entre la boca y la zona mas interna
de la laguna. En la zona mas cercana a la boca se refleja el aporte de nitratos
(5"°N-NO3™ ~9%0) y del CO, empobrecido de '*C, durante la temporada de
surgencia. En contraste, en la parte central e interna de la laguna, se reflejan
procesos biogeoquimicos internos, especificamente el proceso de nitrificacion-
desnitrificacion acoplado y fijacion de N (para 8'°N) y la remineralizacion de

materia organica (para 5'°C).
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2. Materiales y métodos

2.1 Area de estudio

BSQ (Fig. I.1) es una laguna costera somera (~2 m de profundidad promedio) e
hipersalina, localizada en el noreste de la costa del Océano Pacifico en Baja
California, México (30° 30'N, 116° W). La laguna tiene forma de Y y su boca mide
de ancho ~1 km, la cual esta abierta hacia el océano. El brazo este es conocido
como brazo San Quintin (bSQ) y el brazo oeste como Bahia Falsa (BF). Dado el
clima regional tipo Mediterraneo, prevalecen las condiciones aridas. Los aportes
de agua terrestres estan restringidos al arroyo San Simo6n durante el invierno
cuando la precipitacién es mayor a la promedio. Las mareas semidiurnas (amplitud
maxima de ~2.5 m durante mareas vivas y ~1 m durante mareas muertas)
controlan la dinamica fisica y la distribucion de las propiedades del agua
(salinidad, temperatura, nutrientes disueltos, etc.) dentro de la laguna (Melaku
Canu et al., 2016). El tiempo de residencia de toda la laguna es de ~8 dias, con un
tiempo de renovacién menor a un dia cerca de la boca, ~5 dias en BF y mas de 15
dias en las zonas mas internas del bSQ (Camacho-Ibar et al., 2003; Melaku Canu
et al., 2016). A pesar de que los vientos del noroeste prevalecen durante todo el
afno, éstos se intensifican durante la primavera y el verano ocasionando eventos
de surgencia mas intensos durante éstas temporadas, con implicaciones como el
aporte de agua fria y rica en nutrientes del océano adyacente a BSQ. Los eventos
de surgencias y la hidrodinamica de la laguna generan un gradiente en las
propiedades del agua, con un incremento de temperatura de la boca hacia las

zonas mas internas de BSQ (rango de temperatura de 11-27 °C; Alvarez-Borrego
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and Alvarez-Borrego, 1982). La salinidad incrementa de valores oceanicos (~33.6)
en la boca a valores arriba de 39 en la zona mas interna del bSQ (Camacho-lbar
et al., 2003). Debido a la falta de aportes terrestres y descargas atropogénicas
(Aguirre-Mufioz et al., 2001), la unica fuente externa de nutrientes disueltos y
fitoplancton a la laguna es el océano adyacente. La concentracién de nutrientes en
el océano adyacente y en la laguna es muy variable. Durante las surgencias
intensas, las mareas pueden aportar agua con concentraciones de NO;™ arriba de
16 UM y concentraciones de CID >2170 umol kg™ (Ribas-Ribas et al., 2011). La
vegetacion acuatica sumergida esta compuesta principalmente por Z. marina, que
cubre ~46% de la laguna (Ibarra-Obando, 2007; Ward et al., 2004). A pesar de
que Ulva spp. s6lo cubre ~10% de la laguna, durante la primavera y el verano
temprano forma parches densos cerca de la boca y en BF y su biomasa puede ser
tan alta como la de Z. marina (Camacho-Ibar et al., 2003; Zertuche-Gonzalez et
al.,, 2009). La acuacultura de ostiones (Cassostera gigas) es la actividad
econdmica mas importante en la laguna y cubre ~33% de la superficie de BF
(Ward et al., 2003). Las estructuras de los ostricultivos pueden alterar la
circulacion del agua en BF, ocasionando la acumulacion de materia organica en
areas con una alta densidad de racas (Delgado-Gonzalez et al., 2010). Sin
embargo, no se han observado condiciones de eutrofizacion asociadas al cultivo
de ostiones, probablemente debido a la relativa baja intensidad de los acuicultivos,
la circulacion intensa, los bajos tiempos de residencia y la capacidad de la

vegetacion sumergida que asimila el NID excretado (Sandoval-Gil et al., 2016).
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Figura 1.1 Mapa de Bahia San Quintin. Se muestran las nueve estaciones de
muestreo (E1-E9). La estrella negra representa el sitio en donde se tomaron las
muestras de agua para la determinacion de la concentracion y la composicion
isotopica de nitratos. El circulo negro representa el sitio en donde se localizé el

termografo.

2.2 Recolecta y analisis de muestras

Se realizaron ocho muestreos en nueve praderas de pastos marinos distribuidos
en BSQ, entre febrero de 2013 y febrero de 2014 (Fig. I.1). En cada estacion de
muestreo, seis haces de Z. marina y seis frondas de Ulva spp. fueron
recolectados. Después de la recolecta, las muestras se mantuvieron en hielo en

dentro de hieleras durante el periodo de muestreo a ~4 °C, por un tiempo que no
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fue mayor a 3 horas. En el laboratorio, las frondas de las macroalgas y las hojas
de los pastos, fueron seleccionadas evitando los tejidos dafiados o con necrosis.
Para Z. marina se utilizé la tercera hoja mas joven, la cual tiene un tiempo
aproximado de integracién de 30 dias, permitiendo el monitoreo temporal mensual.
El material de ambas macrdfitas fue enjuagado con agua destilada y se limpio
suavemente con un bisturi para remover el sedimento y las epifitas,
posteriormente fue secado a ~60 °C por 48 h. Cada muestra seca fue pulverizada
y homogeneizada por separado utilizando un mortero de agata con pistilo. Se
pesaron 1.5 £ 0.5 mg de muestra que fue colocada en capsulas de estafio para el

analisis de la composicion elemental e isotopica.

2.3 Andlisis de nitrégeno inorganico disuelto

Durante cada muestreo se obtuvieron muestras de agua superficiales en una
estacién cercana a la boca de la laguna (Fig. |.1) para la determinacién de la
concentracion de NOs™ y su composicién isotdpica (3'°N-NO3’). Las muestras de
agua fueron filtradas a través de filtros Whatman GF/F previamente a su
congelacion. La concentracion de NID fue determinada utilizando técnicas
colorimétricas (Strickland and Parsons, 1972) con un analizador de flujo

segmentado (Skalar SanPlus).

2.4 Mediciones de temperatura y del indice de surgencia

La temperatura fue medida utilizando un termografo HOBO Pendant Temperature
Data Logger VA-001-64, localizado cerca de la boca de la laguna (Fig. 1.1) y

programado para grabar cada 15 minutos.
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Los valores diarios del indice de surgencia costera (ISC) fueron obtenidos del sitio
web

http://www.pfeg.noaa.gov/products/PFEL/modeled/indices/upwelling/upwelling.html

. Este indice es calculado para la estacion 30 °N, 119 °W. Las series de tiempo del
ISC fueron filtradas utilizando una media movil de tres dias que mostrd la mejor
correlacion entre el ISC y la temperatura en la boca de la laguna (Delgadillo-

Hinojosa et al., 2015).

2.5 Analisis del contenido elemental y de los is6topos estables

Para determinar el %C, el %N, el 3"°C y el 8'"°N de las macrdfitas y el 8'°N- NO3,
los tejidos y las muestras de agua fueron enviados al laboratorio Stable Isotope
Facility de la Universidad de California, Davis, CA. En el laboratorio se utilizan
estandares internos que reportaron una desviacion estandar <0.2 %o para el 5'°C y
<0.3 %o para el 8N para las muestras solidas y de 0.4 %o para el 5N de las
muestras de agua. La razén isotdpica se expresa en notacion delta () y se reporta
en partes por mil (%o) relativa a los valores de los estandares internacionales V-
PDB (Vienna PeeDee Belemnite) y aire atmosférico para el C y el N,
respectivamente. Las razones isotdpicas son calculadas con la siguiente ecuacion:
5"3C or 8"°N (%o) =((Rmuestra/Restandar)-1)x10°

en donde Rmuestra Y Restandar SON las razones entre el isétopo pesado y el ligero
(*c/'?C o "®N/™N) de la muestra y del estandar, respectivamente.

2.6 Anadlisis de datos

Debido a que los datos no cumplieron con los supuestos de Normalidad y de

Homocedasticidad, se realizO un analisis de varianza por permutaciones
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(Anderson et al., 2008) para evaluar las diferencias entre los meses y las
estaciones (factores fijos) en el contenido elemental (C y N) y los valores 8'°C y
5'°N. Los analisis para los tejidos de Z. marina y de Ulva spp. fueron realizados
por separado. Matrices de resemblanza fueron calculadas de los datos sin
transformar utilizando distancias Euclidianas. Todos los analisis fueron calculados
con la suma de cuadrados tipo Ill. Los valores p fueron calculados de 10000
permutaciones de los residuales usando un modelo reducido. Se realizaron
pruebas pareadas como pruebas post hoc para determinar las diferencias entre
sitios y tiempos de muestreo. El valor p calculado a partir de Monte Carlo fue
utilizado en los analisis post hoc cuando no se obtuvo un numero razonable de
permutaciones. Los resultados de las pruebas post hoc se muestran en el Anexo |
y Il, para Z. marina y para Ulva spp., respectivamente. Los analisis fueron
realizados con el programa PRIMER v6.1 & PERMANOVA+.

3. Resultados

3.1 Condiciones oceanograficas

Las surgencias costeras durante el periodo de muestreo mostraron la tipica
estacionalidad de la region, con eventos de surgencia particularmente intensos
(ISC>100 m*® s 100 m™ de linea de costa) y frecuentes de abril a julio y
surgencias débiles de octubre a enero (Fig. 1.2A). La temperatura superficial del
agua de mar en la boca de la laguna mostré una variacion temporal, con los
valores mas bajos (~14-15 °C) durante el invierno y el mas alto (~20 °C) en el
verano tardio. Pulsos de agua con temperatura baja (13-14 °C) fueron registrados

en marzo y en abril durante eventos intensos de surgencia (Fig. 1.2B). Durante
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estos eventos de surgencia, en la boca de la bahia se midieron concentraciones

de nitrato relativamente altas (>8 yM), mientras que las concentraciones fueron

menores a 1 yM durante los muestreos de octubre de 2013 a febrero de 2014. El

valor promedio (+ SD; n=5) del 8'°N- NOs en las muestras de agua recolectadas

cerca de la boca de la laguna fue 9.2 £ 0.3 %o.
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Figura 1.2 Series de tiempo (A) del indice diario de surgencia costeras (ISC) y de

(B) la temperatura superficial del agua cerca de la boca de Bahia San Quintin. Los
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puntos negros y las lineas punteadas en (A) representan la concentracién de
nitrato en la boca de la laguna. Las lineas grises verticales indican los dias de

muestreo cuando se tomaron las muestras de pastos, macroalgas y nutrientes.

3.2 Composicion elemental

El analisis permutacional de dos vias para el %C y el %N mostro diferencias
significativas (p<0.05) en la interaccion entre el tiempo y las estaciones para
ambas macrdfitas (Tabla I.1). El rango de los valores del %C para Ulva spp. (16.8
a 42.4 %) fue mayor que para Z. marina (33.8 a 42.9 %) y no se observé un patrén
espacial claro (Fig. 1.3). Los valores del %C de los pastos fueron cercanos al
promedio global de 38.6 + 0.1 % (xSE) independientemente de la estacion de
muestreo (Fig. 1.3), sin embargo, los valores decrecieron significativamente de
febrero a mayo de 2013 e incrementaron significativamente (p<0.05) de mayo a
junio y de diciembre a febrero de 2014 en todos los sitios (Tabla I.1). En Ulva spp.,
la mayor variabilidad del %C fue observada en las estaciones mas cercanas a la
boca (E1 y E2, Fig. 1.1). Las muestras de BF (estaciones E3-E6) y del bSQ
(estaciones E7 y E8) mostraron un rango de valores mas estrecho (Fig. |1.3). Mayor
%C fue encontrado en mayo con respecto a marzo en todos los sitios excepto en
E1. Después de mayo no se presentaron cambios significativos (p>0.05) en el
resto del muestreo, excepto por los valores significativamente (p<0.05) menores
medidos en diciembre de 2013 en Ulva spp. colectados en las estaciones con

mayor influencia oceanica (E1, E2 y E3).
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Tabla 1.1 Resumen de los resultados del analisis de varianza de dos vias por

permutaciones. Comparaciones entre meses y entre estaciones y su interaccion

para Z. marina y Ulva spp. de los valores del %C, %N, 5'°C, 3'°N como variables

dependientes. Se muestra el calculo de la pseudo-F y de los valores p. Los

resultados no significativos (p>0.05) se muestran en negritas.

BF bSQ
Pseudo-
Dependent |Factors |Pseudo-F |p(perm) | F p(perm)
Time 45.43 0.0001 |26.3370 |0.0001
C content Location |5.43 0.0002 |5.4305 0.0008
TxL 2.02 0.0044 |1.7951 0.0278
Time 37.33 0.0001 |23.9820 |0.0001
N content Location |15.54 0.0001 |9.0271 0.0001
TxL 2.94 0.0001 |2.4376 0.0018
Z. marina
Time 33.73 0.0001 |9.4388 0.0001
5"°C Location |15.41 0.0001 [8.2363 [0.0001
Mx S 5.32 0.0001 |4.4390 0.0001
Time 10.85 0.0001 |8.6388 0.0001
5'°N Location |44.63 0.0001 |32.6480 |0.0001
TxL 3.32 0.0001 |3.5581 0.0001
Time 16.28 0.0001 |5.8202 0.0002
Ulva spp. C content Location |2.46 0.0364 |2.9354 0.0420
TxL 1.61 0.0476 |3.1303 0.0010
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Time 13.96 0.0001 [3.5713  [0.0049
N content Location [4.11 0.0014 |5.1569 0.0045
TxL 2.89 0.0001 [2.1647 [0.0229
Time 3.91 0.0017 [3.2250 |0.0081
3"%c Location |4.88 0.0007 [3.9960 [0.0102
TxL 1.49 0.0806 |0.8388 |0.6360
Time 5.94 0.0002 [4.7236 [0.0010
5N Location [1.90 0.1094 [2.1474 [0.1102
TxL 2.86 0.0004 [2.3372 |0.0187
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Z. marina Ulva spp.

Outer /O
401 & o s . L 40
___k_\____7__s_:§_:_:_2 -
=¥
35 1 ﬁ \\% L 35
~
[N
I Y., S S D > S,
~
30 1 Y ¢ _\\q * / 130
N
25 1 — e— Ef 2 e \1/ 25
——o— E2 ——o— E2 %
04 00— mean %C Z. marina | = __ ___ _ mean %C Ulva sp. L 20
BF
40 s A - 40
<= >
2 35, -4 /§\ L 35
‘g —= //g
-— —_— —— == S — € —, f—
S 30 /// ¥ -7 H 30
_§ ——e— BE3 — e — E3 N
G 25 ——o— E4 —-o— E4 F 25
© —-v— E5 —~v— ES
20 | —=>— E6 — v E6 L 20
bSQ
40 _ =5 L 40
gt
35 | N7 L 35
- 7/& /_L_<_f; _/_té_
30 - / - v - 30
——e— FE — e — E7
25 1 — -0 — E8 { — o— ES8 F 25
— v — E9
20 L 20

FA3M A MyJn J AuS O N DJM4F F-13M A MyJdn J AuS O N DJ14F
Months
Figura 1.3 Patrones temporales del contenido de carbono (%C) para Z. marina
(paneles izquierdos) y para Ulva spp. (paneles derechos) en las estaciones de la
boca (Outer, E1 y E2), de Bahia Falsa (BF, E3-E6) y del brazo San Quintin (bSQ,
E7-E9) (n=3, £ 1 error estandar). Las lineas puenteadas horizontales representan
el promedio global del %C para cada macrdfita (38.6%, n=207, para Z. marina y

31.6%, n=159, para Ulva spp.)
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El rango de los valores del %N de Ulva spp. (1.0 a 5.4 %) fue mayor que para Z.
marina (1.4 a 4.6%), encontrandose variaciones temporales en ambas especies
(Fig. 1.4). De junio de 2013 al final del periodo de muestreo, los valores del %N de
las hojas de los pastos permanecieron cercanos al promedio global (3 + 0.04 %).
El %N en Z. marina tendioé a decrecer de las estaciones mas cercanas a la boca a
las mas internas de la laguna en ambos brazos. El %N en Ulva spp. mostré un
incremento del inicio al final del periodo de muestreo, con valores por debajo del
promedio global 2.3 + 0.1 % en marzo de 2013, a valores maximos arriba de 3%
en mayo Y junio de 2013 en las estaciones mas cercanas a la boca y en BF,
decreciendo en los muestreos posteriores (Fig. 1.4). En el caso del bSQ el %N fue
mayor en agosto y decrecido posteriormente. No se presentaron tendencias

espaciales consistentes para el %N de Ulva spp.
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Z. marina Ulva spp.
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Figura 1.4 Patrones temporales del contenido de nitrégeno (%N) para Z. marina
(paneles izquierdos) y para Ulva spp. (paneles derechos) en las estaciones de la
boca (Outer, E1 y E2), de Bahia Falsa (BF, E3-E6) y del brazo San Quintin (bSQ,
E7-E9) (n=3, % error estandar). Las lineas puenteadas horizontales representan el
promedio global del %N para cada macrdfita (3.0%, n=207, para Z. marinay 2.4%,

n=159, para Ulva spp.)
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Se obtuvo una interaccién significativa (p<0.05) de la razén molar C/N para Z.
marina y Ulva spp., entre el tiempo y las estaciones (Tabla I.1). El promedio global
fue de 15.7 £ 0.2 (rango de 9.6 a 29.1) para Z. marinay de 17.3 £ 0.4 (rango de
8.6 a 35.2) para Ulva spp. (Fig. 1.5). Los valores mas altos de la razén C/N en la
hojas de Z. marina se encontraron entre mayo y agosto (Fig. 1.5), principalmente
en las estaciones mas internas. La razéon molar en Ulva spp. mostro los valores
mas bajos (entre 9 y 15) en marzo, mayo y junio, particularmente en las

estaciones mas cercanas a la boca.
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Figura 1.5 Contenido de N (%N) vs. razén atomica C/N. Resultados para Z. marina
(A) y para Ulva spp. (B) de todos los muestreos y todas las estaciones. Las lineas
verticales punteadas representan el valor sugerido como limitacion de N, 1.8%

para Z. marina (Duarte, 1990) y 2.2% para Ulva spp. (Pedersen and Borum, 1996).

3.3 Composicidn isotopica
El rango de valores de 5'°C de Z. marina fue de -14.0 a -6.4 %o, con un promedio

de -9.7 £ 0.1. En el caso de Ulva spp., variaron de -18.1 a -7.1 %o con un promedio
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de -12.4 + 0.2 %0 (Fig. 1.6). El analisis permutacional de varianza para los valores
de Z. marina mostré una interaccion significativa (p<0.05) entre el tiempo y las
estaciones (Tabla I.1). Los valores de 8'°C de Z. marina no mostraron patrones
claros en la distribucidén espacial. En contraste, los valores de Z. marina mostraron
un claro patron temporal (excepto en las estaciones mas internas E6, E8, y E9),
con un decremento significativo (p<0.05) de marzo a junio-agosto, seguido por un
incremento hasta el final del periodo de muestreo (Fig. 1.6). No se encontré un
patron temporal para los valores de 5'°C de Ulva spp., excepto en las frondas de
la estacion E1, las cuales mostraron un patrén similar al encontrado en Z. marina,
con los valores mas bajos en junio-agosto. Se presentaron pocas diferencias
espaciales, con los valores de la estacion E1 significativamente (p<0.05) mas

bajos que en el resto de las estaciones.

37



Z. marina Ulva spp.
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Figura 1.6 Patrones temporales de la composicion isotopica de carbono (613C) para

Z. marina (paneles izquierdos) y para Ulva spp. (paneles derechos) en las

estaciones de la boca (Outer, E1 y E2), de Bahia Falsa (BF, E3-EG) y del brazo

San Quintin (bSQ, E7-E9) (n=3, % error estandar). Las lineas puenteadas
horizontales representan el promedio global del 3'°C para cada macréfita (-9.7 %o,

n=207, para Z. marina y -12.5 %o, n=159, para Ulva spp.).
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Los valores de &'"°N variaron de 7.3 a 13.9 %o (promedio de 11.3 = 0.1 %) en los
pastos marinos, mientras que el rango fue de 9.7 a 18.7 %o (promedio de 13.1
0.1 %0) en Ulva spp. Excepto para las estaciones mas cercanas a la boca E1y E2,
los valores de 3'°N de los pastos marinos, generalmente incrementaron del inicio
del muestreo hacia el final de éste (Fig. 1.7). Los valores promedio de &'°N
obtenidos para cada muestreo mostraron una clara tendencia espacial (Fig. 1.8),
presentando un enriquecimiento del "°N de las estaciones mas cercanas a la boca
(rango de 9.7 a 11.9 %0) a la parte central de BF (estaciones E3 y E4; rango de
10.4 a 13.2 %0) y del bSQ (E7 y ES8; rango de 10.4 a 13.3 %o). Los valores mas
bajos se encontraron en la parte mas interna de ambos brazos (rango de 8.1 a
11.9 %0 para BF y de 10.4 a 12 %0 en el bSQ). Los valores de 5'°N para Ulva spp.
fueron significativamente diferentes (p<0.05) entre meses y entre la interaccidén de
factores (Tabla 1.1), sin mostrar una tendencia espacial o temporal clara y
consistente. En las estaciones E2 y E3 se observd una aparente tendencia
temporal, con un incremento de los valores después de junio, con valores

relativamente altos en febrero de 2014 en varias estaciones (Fig. |.7).
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Z. marina Ulva spp.

18 A Outer _—— — E1 - —— — E1 L 18
——o0—— E2 ——0—— E2
T mean 3'°N Z. maring — - mean 8"°N Ulva sp.
15 — —— §"Nog ——— 3"NOg I L 15
T 1
U _.\__ —_—Q_//;@/A\_
IRy IN__/ .
12 1 2 & L 12
— RO — e — N O \E
9_ T T __________________9
18 1 BF —-e— E3 —e— E3 L 18
—_ 0 — E4 — -0 — E4
— %— E5 —_— v — E5 /

15 ——-~— E6 r15

5"°N (%0)
)
|
Wi
{
?kw
d
I
!
-
N/
/NN
/ I/
hdd
Drb

] o I
21 & 7 N NN = 12
Q\ _ - =~ —
=

o £AY T T T T T T T T T e

18 { bSQ . — e— E7 L 18
—-o— E8

——o— E8

15 —v— B L 15

S e
//O/—O __.,_/_i\_ﬁ_/ .................
121 ET o >F= L\+// [ 12
of — T T T T T T T b

F-13M A MyJdn J Au S O N DJ14F F13M A Mydn J AuS O N DJ14F
Months

Figura 1.7 Patrones temporales de la composicién isotdpica de nitrogeno (3'°N)
para Z. marina (paneles izquierdos) y para Ulva spp. (paneles derechos) en las
estaciones de la boca (Outer, E1 y E2), de Bahia Falsa (BF, E3-EG) y del brazo
San Quintin (bSQ, E7-E9) (n=3,  error estandar). Las lineas puenteadas (punto-
guién) horizontales representan el promedio global del 3'"°N para cada macréfita

(11.6 %o, N=207, para Z. marina y 13.1 %o, n=159, para Ulva spp.). Las lineas
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punteadas (guiones) representan el promedio de la composicion isotopica de

nitrato en el agua (3'°N- NO3 ) colectada cerca de la boca de BSQ (9.2 %o n=5)

14
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Figura 1.8 Patrones espaciales de los valores promedio de &'°N para Z. marina en
BF (A) y en el bSQ (B). Los puntos representan el promedio (+ error estandar) de
los valores de 3'°N para todos los muestreos en cada estacién. La linea
puenteada (punto-guion) horizontal representa el promedio global del 3'"°N para Z.
marina (11.6 %o, Nn=207). La linea punteada (guiones) representa el promedio de la
composicion isotépica de nitrato en el agua (3'°N- NOs ) colectada cerca de la

boca de BSQ (9.2 %o n=5)

4. Discusion

Nuestro muestreo anual abarcé un periodo que precede a la temporada de
surgencias (de febrero a marzo), un periodo de surgencias intensas (de abril a
julio) y un periodo de surgencias deébiles (de agosto a febrero de 2014). La

concentracion de nitrato cerca de la boca fue alta (>8 pM) durante el periodo de
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intensificacion de las surgencias y mucho mas baja (~1 uM) durante el verano
tardio y durante el otofio. Como se ha documentado previamente para BSQ, la
concentracion de nitrato decrece rapidamente dentro de la laguna, incluso durante
eventos de surgencia intensa (Camacho-Ibar et al., 2003; Hernandez-Ayon et al.,
2004), por lo que nuestros resultados necesitan ser interpretados dentro del
contexto de aportes muy bajos de nitrdgeno nuevo a las estaciones mas internas
de ambos brazos durante todo el periodo de muestreo. También, la morfologia de
la laguna ocasiona que el tiempo de residencia sea mayor en bSQ que en BF
(Melaku Canu et al., 2016), resultando en un menor aporte de CID y NID
oceanicos. Adicionalmente, la interpretacion de nuestros resultados debe
considerar los patrones temporales reportados que indican que ambas macrdéfitas
incrementan su tasa de crecimiento en primavera-verano, pero Ulva spp. presenta
Su maxima biomasa dos o tres meses antes que Z. marina (Aveytua-Alcazar et al.,
2008).

Nuestros resultados indicaron que los valores del %C y del 8'°C de las dos
macrofitas mas abundantes (Z. marina y Ulva spp.) en BSQ, una laguna costera
sin aportes de rios, reflejan fuertemente los procesos fisioldgicos. En contraste, la
variabilidad espaciotemporal de los valores de %N y de 5'°N de Z. marina y Ulva
spp. refleja la variabilidad de la composicion isotdpica del N disponible, como el
nitrato proveniente del las surgencias que es transportado hacia dentro de la
laguna, asi como del reservorio de N de los sedimentos que es afectado por los
procesos biogeoquimicos locales (nitrificacion-desnitrificacion acopladas y la
fijacion de N). Las diferencias consistentes en los valores de 5'°C y de 8'°N entre

las macrdéfitas, con Z. marina presentando razones mas enriquecidas con '*C y

42



mas empobrecidas en N que Ulva spp., principalmente reflejan diferencias
interespecificas durante el procesamiento fisiologico de estos elementos (e.g.

captacion y asimilacion).

4.1 Composiciéon elemental

La variabilidad espacial del %C en las hojas de los pastos marinos en BSQ fue
limitada y no mostro gradientes espaciales claros. Esto también ha sido reportado
en otros sistemas estuarinos (Fourqurean et al., 1997; Kim et al.,, 2012). El
estrecho intervalo del %C en los tejidos de las macrdfitas refleja la alta
disponibilidad y distribucién relativamente homogénea del CID en toda la laguna
(~2100 pmol kg'; Ribas-Ribas et al., 2011). Mientras que los analisis estadisticos
mostraron diferencias significativas entre estaciones en el caso de Z. marina, no
se presentan patrones espaciales claros del %C en Ulva spp. La mayor
variabilidad del %C en Ulva spp. ocurri6 cerca de la boca, probablemente
reflejando una mayor sensibilidad de estas macrofitas a cambios en la
disponibilidad del CID oceanico, principalmente afectada por las surgencias
(Ribas-Ribas et al., 2011).

En contraste, hay una variabilidad en el tiempo consistente de los datos del %C
para Z. marina y Ulva spp. (excepto para Ulva en bSQ). La variabilidad del %C en
ambas macrdfitas sugiere que esta controlada principalmente por factores
ambientales como la irradiancia y la temperatura, como se ha descrito para éstas y
otras especies (Alcoverro et al., 2001). El incremento del %C en Z. marina
durante el verano en todas las estaciones esta muy probablemente asociado con

la acumulacion de las reservas de carbohidratos que ocurre cuando estas plantas
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presentan su maxima capacidad fotosintética, tasas de crecimiento y biomasa en
respuesta a la alta irradiancia y temperatura, como se ha reportado para las
praderas de BSQ y otros sitios (Cabello-Pasini et al., 2004; Touchette and
Burkholder, 2002; Vermaat and Verhagen, 1996). Los valores relativamente altos
del %C en Z. marina observados durante invierno (febrero de 2013 y febrero de
2014) pueden ser por la acumulacién de los compuestos de carbono aparte de las
azucares (e.g. pigmentos fotosintéticos) y/o por la movilizacion de los
carbohidratos no estructurales a la hoja provenientes de otras partes de la
estructura clonal (e.g. haces vecinos, tejidos de la rizosfera) (Cabello-Pasini et al.,
2004; Kraemer and Alberte, 1993; Touchette and Burkholder, 2002). Por otra
parte, la frondas de Ulva spp. colectadas en las estaciones mas cercanas a la
boca y en BF mostraron un incremento en el %C de marzo a mayo,
probablemente debido al incremento en la concentracion de proteinas y
carbohidratos comunmente observados en estas especies durante el periodo de
crecimiento (Haroon et al., 2000; Khairy and El-Shafay, 2013; Zertuche-Gonzalez
et al., 2009). El decremento del %C observado después de los meses de verano
pudo ser debido al consumo de fuentes internas, debido a la reduccidon de la
fotosintesis y el crecimiento asociados a la disminucion de la luz y la disponibilidad
de nutrientes (Altamirano et al., 2000; Aveytua-Alcazar et al., 2008; Villares and
Carballeira, 2003). La variabilidad temporal en el %C de Z. marina fue menor que
la de Ulva spp., probablemente reflejando que las hojas de los pastos tienen
mayor contenido de C asociado a componentes estructurales (i. e. celulosa,
lignina), que no esta influenciado por el estado nutricional de la planta (Atkinson

and Smith, 1983; Duarte, 1990).
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Encontramos que el contenido de N decreci6 en ambas macrofitas del area
cercana a la boca hacia el interior de la laguna. Este patron esta probablemente
determinado por el decremento de la concentracién de nitrato del océano hacia el
interior de la laguna durante la temporada de surgencias, el cual esta bien
documentado para BSQ (Camacho-Ibar et al., 2003; Hernandez-Ayon et al., 2007)
y otros estuarios en la region (Brown and Ozretich, 2009). Un patrén similar en el
%N en Ulva spp. y en Z. marina fue reportado para un transecto en BSQ
muestreado en abril de 2001 (Carriquiry et al., 2016), y en Z. marina para la Bahia
de Tomales, un estuario influenciado por surgencias en el norte de California, EUA
(Fourqurean et al.,, 1997). Por lo tanto, este patron parece ser comun en los
sistemas estuarinos influenciados por surgencias en el noreste del Océano
Pacifico.

El %N para Z. marina mostré un considerable decremento (entre 0.3 y 1.5%) de
febrero a mayo de 2013, mientras que permanecié menos variable de junio de
2013 a febrero de 2014. Los pastos marinos tienden a almacenar N durante los
periodos de bajo crecimiento, el cual es posteriormente consumido durante el
inicio del periodo de crecimiento (Kraemer and Mazzella, 1999; Pedersen and
Borum, 1993; Pirc and Wollenweber, 1988). Por lo que el alto %N encontrado en
los pastos previo al inicio de la temporada de crecimiento en primavera,
probablemente reflejo el almacenamiento de N durante el invierno. El %N de Ulva
spp. en las estaciones mas cercanas a la boca y en BF mostrd los valores
maximos durante el periodo de maximo crecimiento (mayo y junio), probablemente
reflejando la acumulacion de aminoacidos y proteinas (Haroon et al., 2000; Khairy

and El-Shafay, 2013; Rosenberg and Ramus, 1982). Las razones C/N mas bajas
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(9-15) se midieron en Ulva spp. durante el periodo de intensificacion de las
surgencias en BSQ, cuando se midieron concentraciones de nitrato alrededor de
10 uM cerca de la boca de la laguna entre abril y agosto.

Después de agosto de 2013, cuando la disponibilidad de nitrato oceanico fue baja
debido a la condicidén de surgencias débiles, el %N en Ulva spp. decrecié en zonas
con menor tiempo de residencia (E1 a E6), mientras que se mantuvo constante en
Z. marina. Durante los periodos sin surgencias, el %N los pastos marinos a lo
largo de la laguna fue mayor a 1.8% (Fig. 1.5), valor sugerido como indicativo de
limitacion de N en pastos marinos (Duarte, 1990). La poca variabilidad y el
relativamente alto contenido de N de Z. marina, durante el periodo de baja
disponibilidad de DIN en la columna de agua, implica que los pastos marinos
obtengan el N, demandado por las hojas, de los sedimentos via captacion por las
raices y rizomas. Esta observacion concuerda con estudios recientes de la cinética
de captacion de NID para los pastos en BSQ, en el cual se observé que el NID
incorporado por Z. marina excede la demanda de la planta para mantener el
crecimiento en invierno y a inicios de verano (Sandoval-Gil et al., 2015). En
contraste, el %N en Ulva spp. de las estaciones mas cercanas a la boca y de BF
decrece durante el periodo de no surgencias, reflejando su mayor dependencia de
las fuentes disponibles en la columna de agua. Durante el periodo de surgencias
~22% de las muestras de Ulva spp. colectadas en nuestro estudio presentaron un
%N mayor a 2.2, valor sugerido como la concentracion necesaria para mantener
su maximo crecimiento para Ulva lactuca (Pedersen and Borum, 1993), en
contraste antes y después de los periodos de surgencia, 71% de las muestras

tuvieron un %N menor a 2.2%. Dada la baja concentracién de nitrato en la
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columna de agua en BSQ, es probable que las macroalgas oportunistas estuvieron

limitadas en N desde verano.

4.2 Composicion isotépica

Los valores promedio de 5'°C para Z. marina (-9.7 + 1.4 %) es este estudio y en
otros realizados en BSQ (Emery et al., 2016; Sandoval-Gil et al., 2016) estuvieron
dentro del rango reportado en varios sitios costeros alrededor del mundo (Tabla
.2). Sin embargo, la variabilidad espacial y temporal de los valores de 5'°C de los
pastos en esta laguna fue relativamente baja (valores entre -13 y -7 %o)
comparados con estuarios en los cuales el aporte de los rios con CID
empobrecido de *C ocasiona gradientes espaciales de la composicion isotopica
del reservorio de CID y por lo tanto una mayor variabilidad espacial y temporal (e.
g. Kaldy et al., 2013; Lemons et al., 2011; Papadimitriou et al., 2005; Ruesink et
al., 2015; Simenstad and Wissmar, 1985). En promedio los valores de 5"°C de
Ulva spp. (-12.4 + 2.2 %) estuvieron mas enriquecidos en ">C que la mayoria de
los reportados en la literatura (Tabla 1.2). Lo anterior, probablemente refleja su
mayor dependencia en el CID de origen marino dentro de BSQ comparado con
lagunas y estuarios que estan fuertemente influenciadas por descargas de los rios

con CID relativamente mas ligero.
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Tabla 1.2 Composicion isotdpica (5'°C y 8'°N) en Z. marina y en Ulva spp. en diferentes estudios. Los valores con

asteriscos indican que el valor representa el promedio £ ES, mientras que los valores sin asteriscos representan el

promedio = DS.

CITATION LOCATION 3"C 3"°N

Z. marina Bode et al., 2006 Ria Anes Estuary, Spain -9.1£0.1* 5.910.0*
Boschker et al., 2000 Northwestern Europe -8.9+0.3
Carriquiry et al., 2015 San Quintin Bay (Bahia Falsa) 9.52+0.18*

San Quintin Bay (San Quintin arm) 9.0310.24*

Cole et al., 2004 Lamprey River, New Hampshire, USA
Dethier et al., 2013 San Juan Island, Washington, USA -12.90 to -8.47 3.64 to 6.62
Emery et al., 2015 San Quintin Bay -9.351t0 -7.65
Filgueira and Castro, 2011 Ria de Vigo, Spain -8.34+0.69 7.22+0.61
Fourqurean et al., 1997 Tomales Bay, California, USA -9.6+0.2* 9.710.3*
Ha et al., 2014 Dongdae Bay, Korea -9.3+1 6.310.6
Hernandez-Sanchez, 2015 San Quintin Bay 11.06+0.08*
Hondula and Pace, 2014 The Virginia Coast Reserve, USA -10.07+£0.43 6.55+0.68
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Huntington and Boyer, 2008
Jaschinski et al., 2008
Jeong et al., 2012

Kaldy et al., 2013

Kennedy et al., 2010
Kharlamenko et al., 2001
Kim et al., 2014

Lemons et al., 2011
Mittermayr et al., 2014
Olsen et al., 2011

Ouisse et al., 2012

Papadimitriou et al., 2005

Raven et al., 2002

Tomales Bay, USA

Kiel Fjord, Germany

Gwangyang Bay, Korea

Yaquina Bay, Oregon, USA (February)
Yaquina Bay, Oregon, USA (July)

17 locations around the world
Novgorodskaya Bight, Possyet Bay, Japan
West sea of Korea

San Diego Bay, EU

Kiel Fjord, Alemania

Waquoit Bay, Massachusetts, USA
English Channel, Francia (February)
English Channel, Francia (August)

Zealand, Denmark

Invergowrie Bay/Monifieth,Barnhill, Scotland,

UK

Bringthon Beach/South of Dunedin,

-9.64+0.65

-9.5+0.1

-11.16+0.38

-8.54+0.69

-10.9+0.6*

-6.7+0.1

-11.2t0-7.3

-11.1£1.0

-13.4+3.3*

-11.2t0-7.7

-11.2+£0.5

-11.0£0.1

-22 to -8

-9.05

New -14.1

9.8+0.5*

8.04+0.32

10.5+0.2

10.4+1.1

7.5+1.2*

1.2t0 3.5

4.4+0.3

5.6+0.3

7 to 20



Zeland

Hampton Bay, Long Island, NY, USA -7.95

Tayport, Tentsmuir, Scotland, UK -12.07£0.37

Monifieth, Scotland, UK -11.46+0.08

Cobblers Brook, Newfoundland, Canada -11.87
Ruesink et al., 2015 Willapa, Bay, USA -15 to -11
Schubert et al., 2013 Heiligenhafen Bay, Germany -0.54 t0 13.49
Simenstad and Wissmar, 1985 Hood Canal, Washington, USA -121t0 -8
Stephenson et al., 1984 Margaret's Bay, Nova Scotia, Canada -7.8+0.3
Tanaka et al., 2008 Akkeshi Bay, Japdn -16.2 to -6.3
Thayer et al., 1978 Newport River estuary, USA -10.2+0.75
Watanabe and Kuwae, 2015 Furen Lagoon, Japan -14.0 to -9.2
Este estudio San Quintin Bay -9.7+0.1* 11.320.1*

Ulva spp. Baeta et al., 2009 Mondego Bay, Portugal -11.4+0.3* 12.3+0.9*

Bode et al., 2006 Ria Anes Estuary, Spain -15.1£1* 8.310.3*
Carlier et al., 2009 Salses-Leucate lagoon, France -21.4401 7.410.2
Carriquiry et al., 2015 San Quintin Bay (Bahia Falsa) 10.16+0.15*



San Quintin Bay (San Quintin arm) 9.62+0.32*

Cohen and Fong, 2005 Southern California estuaries, USA 10.13 to 34.68

Como et al., 2012 Cabras lagoon, Mediterranean Sea 10.4to 15.6
Cook et al., 2015 Port Phillip Bay, Australia 5.2t021.2
Dethier et al., 2013 San Juan Island, Washington, USA -16.75t0-12.66 6.81 t0 6.96
Dudley et al., 2010 Tauranga Harbour, New Zeland -15.4+0.4* 7.8+0.1*
Emery et al., 2015 San Quintin Bay -13.86 to -11.68

Filgueira and Castro, 2011 Ria de Vigo, Spain -10.46+2.89 8.48+0.66
Hernandez-Sanchez, 2015 San Quintin Bay 12.23+0.08*
Hondula and Pace, 2014 The Virginia Coast Reserve, USA -20.7612.67 8.71+1.81
Kanaya et al., 2007 Gamo Lagoon, Japan -13.1£1.9 10.5£1.9
Lefebvre et al., 2009 Normandy, France -18.75t0 -16.9 6.74t09.9
Lemons et al., 2011 San Diego Bay, USA -15.742.6 12.5+1.2
Magni et al., 2008 Santa Giusta lagoon, Italy -18.1+0.2* 10.1+£1.3*
Maberly et al., 1992 East Coast of Scotland -20.3 to -8.86

Marchais et al., 2013 Bay of Brest, Francia -17.74+£1.60 9.18%£1.35
McClelland and Valiela, 1998  Waquoit Bay, Massachusetts, USA 49t084

51



Olsen et al., 2011
Orlandi et al., 2014

Ouisse et al., 2012

Raven et al., 2002

Riera et al., 2000

Riera, 1998
Rogers, 2003

Rossi et al., 2013

Waquoit Bay, Massachusetts, USA
Mediterranean Sea, Italy

English Channel, Francia (February) -16.940.2
English Channel, Francia (August) -15.5+£0.5

Invergowrie Bay/Monifieth/Barnhill, Scotland, UK -15.93

Eden estuart, Scotland, UK -11.05; -11.35
Brighton Beach/Papatowai, New Zeland -15.5

Gran Canaria -15.64
Hampton Bay, Long Island, NY, USA -16.79
Singapore -17.72
Helmsdale, Scotland, UK -15.91

Brighton Beach/South of Dunedin, New Zeland  -17.65
Westerschelde and Oosterschelde estuaries,

The Netherlands

Marennes-Oléron Bay, France

Wellington, New Zeland -26.5+0.1*

Mondego Bay, Portugal -12.610.4

-14.6 to -12.5

-22.53 to -22.26

431t05.7
5.71t0 5.96
6.6+0.4

6.6+0.5

7.3+1.3

6.3+0.2

2.3+£0.3*

10.2+0.2
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Simenstad and Wissmar, 1985

Swart et al., 2014
Vizzini and Mazzola, 2008
Yokoyama and Ishihi, 2010

Este estudio

Hood Canal, Washington, USA -16 to -10
Mariculture Laboratory's (University of Miami),

USA

Fusaro Lagoon, ltaly -18.9t0 -11.6
Gokasho Bay, Japan

San Quintin Bay -12.4+0.2*

3.3+0.3

8.5t0 13.7

6to 10

13.1+0.1*
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La aparente tendencia temporal que mostré un decremento en los valores de §'°C
en ambas macrofitas durante primavera y verano temprano en sitios mas
expuestos a la influencia oceanica en BSQ, es opuesta a la reportada en otros
estudios en donde un enriquecimiento en C durante el periodo de maximo
crecimiento de las macrofitas ha sido asociado con la reduccidon de la
discriminacion isotopica debido a la mayor demanda de C (Papadimitriou et al.,
2005; Vizzini et al., 2003). Sin embargo, ésta estacionalidad no siempre es
observada (Dethier et al., 2013; Fourqurean et al., 1997), ya que la composicion
isotopica de los tejidos también puede ser afectada por factores
medioambientales. En nuestro sitio de estudio, el periodo de maximo crecimiento
coincide con el pico de la temporada de surgencias, por lo que la composicion
isotépica de C de las macrofitas colectadas cerca de la boca de la laguna esta
probablemente influenciada por la sefal isotopica del CID de las surgencias
durante primavera y verano. Por otro lado, el agua proveniente de las surgencias,
esta caracterizada con concentraciones relativamente altas de CO, y valores bajos
de 8"*C-CID (Sheu et al., 1996). En BSQ se ha reportado que agua con valores
tan altos como 2170 pmol kg-1y con pCO; arriba de 700 patm es introducida a la
parte mas cercana a la boca y a BF durante los eventos de surgencias (Ribas-
Ribas et al., 2011). Sin embargo, es importante mencionar que las variaciones de
los valores de 5"C-CID debido a la surgencia probablemente no exceden 1%o
(Santos et al., 2011; Sheu et al., 1996), por lo que las surgencias no podrian
explicar el decremento de 2%o en los valores de 5'°C de las muestras colectadas
cerca de la boca de BSQ. Por otro lado, se ha sugerido que la remineralizacion de

materia organica nueva puede ocasionar valores bajos en las macrofitas,
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particularmente en pastos marinos (Fourqurean et al., 1997). En BSQ, la
remineralizacion en la interfase sedimento-agua de la materia organica
fitoplanctonica transportada desde el océano adyacente, con una composicion
isotdpica empobrecida de *C (~3"°C de -25%c; Emery et al., 2016), puede
incrementar la disponibilidad de COy(sc) empobrecido de "°C para el consumo de
las macrofitas durante la primavera y a inicios de verano. Las tasas de crecimiento
en respuesta a una mayor disponibilidad de luz, también pueden contribuir con
parte de la variabilidad observada (Cornelisen et al., 2007; Dudley et al., 2010).
Debido a que hay pocos estudios que caractericen la composicion de *C/'?C de
los tejidos de Ulva spp. en regiones influenciadas por surgencias en los que los
aportes terrestres estén limitados, los procesos que ocasionan variabilidad de los
valores de 5'°C en las macrdfitas necesitan mas investigacion.

El rango y el promedio global de los valores de 5'°N para Z. marina (8.1-13.3 %,
11.3 £ 0.1 %o) y para Ulva spp. (11.5-16.8 %o, 13.1 £ 0.1 %0) en BSQ estuvieron
relativamente enriquecidos con "N comparados con los reportados en la literatura
(Tabla 1.2). La mayoria (~87%) de los valores de 3'°N de los pastos en nuestro
estudio estuvieron por arriba de 10%0. (Fig. 1.7), mientras que, valores para Z.
marina en otros sistemas costeros alrededor del mundo muestran valores mas
bajos (ver Tabla 1.2). En el caso de Ulva spp., la mayoria de los valores en este
estudio estuvieron por arriba de 12%.,, mientras que en la mayor parte de la
literatura se reportan valores por debajo de 10%. (Tabla 1.2). En otros sistemas
estuarinos con pocos aportes terrestres a lo largo de la costa noreste del Océano
Pacifico, también se han reportado valores de 5'°N relativamente enriquecidos en

estas macrofitas (Fourqurean et al., 1997; Lemons et al., 2011). La alta linea base
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de las razones isotopicas de N de las macrofitas dentro de BSQ y de otros
sistemas similares esta fuertemente determinada por los valores regionales de
5N del nitrato oceanico; estos sistemas estuarinos estan fuertemente
influenciados por el aporte de nutrientes oceanicos, particularmente durante la
temporada de surgencias. Los valores de 3'°N-NOs; medidos en nuestro estudio en
muestras colectadas en la boca de la laguna (9.2+0.3%0; N=5) son similares a
valores de muestras de agua oceanica colectada a 50 m de profundidad cerca de
la laguna (Sigman et al., 2005), y también son similares a aquellos reportados en
agua subsuperficial de muestras del sur de California (9.0 £ 0.7 %o) (Liu and
Kaplan, 1989). El nitrato en el noreste del Pacifico estad enriquecido en N
comparado con valores de otras regiones oceanicas, incluyendo el Océano
Atlantico y el noroeste del Pacifico, debido al intenso fraccionamiento isotopico
que ocurre durante la desnitrificacion dentro de la extensa zona de minimo de
oxigeno que se encuentra al este del Pacifico tropical (Liu and Kaplan, 1989;
Sigman et al., 2005). Aunque se han reportado en otras regiones valores altos de
5'°N en macrdfitas en zonas influenciadas por descargas residuales enriquecidas
con "°N (Papadimitriou et al., 2005; Schubert et al., 2013), los pastos marinos y
Ulva spp. en BSQ no estan afectados por aportes residuales. Esta laguna no
recibe descargas terrestres que puedan aportar nutrientes debido a que la aridez
de la region ocasiona que los aportes de rios sean practicamente nulos. Ademas,
los valores de 8'"°N en las macrdfitas a lo largo de toda la laguna fueron mas altos
que los valores de 3'°N-NOs (Fig. 1.7), indicando un enriquecimiento isotépico por
arriba de la linea base de los nitratos regionales. Los tejidos de Z. marina y de

Ulva spp. pueden estar enriquecidos en N en comparacion con el nitrato
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oceanico debido a los procesos biogeoquimicos locales como la desnitrificacion
sedimentaria o por procesos fisiologicos como el fraccionamiento durante la
asimilacion (Fourqurean et al., 1997; Papadimitriou et al., 2005; Swart et al., 2014).
También es importante mencionar que las surgencia durante primavera de 2013
fueron relativamente débiles, como se observo en las anomalias del indice de
surgencia reportado en el periodo de abrii a julio de 2013

(http://www.pfeg.noaa.gov/products/PFELData/upwell/monthly/upanoms.mon). Las

anomalias negativas indican que la intensidad de las surgencias durante 2013
fueron mas bajas que el promedio climatolégico, ocasionando una mayor
dependencia de las macroéfitas de BSQ en el NID reciclado durante nuestro
estudio.

Los valores de 5'°N de Z. marina y del Ulva spp. en BSQ no mostraron un patrén
temporal claro, como se ha observado en otros sistemas (Fourqurean et al., 2007,
1997; Vizzini and Mazzola, 2003). Un estudio en Rosklide Fjord (Dinamarca)
reportd que la falta de estacionalidad de los valores de 5'°N de hojas jovenes de
Z. marina (Papadimitriou et al., 2005), probablemente esté relacionada con la
dependencia de los pastos al NID de la columna de agua y del agua intersticial.
Adicionalmente el reciclamiento interno y la reabsorcion de los compuestos de N
provenientes de plantas mas viejas, permite la integracion de razones isotopicas
recientes y de algun tiempo atras, suavizando cualquier sefial temporal que pueda
esperarse asociada a la estacionalidad del NID disponible y su composicion
isotopica (Papadimitriou et al., 2005). Sandoval-Gil et al., 2015, basados en
experimentos de cinética de captacion de N con Z. marina en BSQ, reportaron que

la captacion de amonio a través de las raices es mayor que la de nitrato a través
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de las hojas. También se ha observado la traslocacion de N desde las raices hacia
las hojas (Sandoval-Gil et al., 2015), la cual puede ocasionar la poca variacion de
la composicion isotopica, como se ha sugerido previamente (Papadimitriou et al.,
2005).

Se encontrd un patrén espacial consistente de los valores de 8'°N para Z. marina
hacia el interior de ambos brazos; se presentd un enriquecimiento de °N de la
boca (<11 %), a la parte central (~12 %o) y se presentaron los valores mas bajos
en las partes mas internas (<11.2 %o; Fig. 1.8). Este patrén ha sido observado para
las hojas de Z. marina en estudios recientes (Carriquiry et al., 2016; Hernandez-
Sanchez, 2014; Sandoval-Gil et al., 2015). Los valores mas bajos de los pastos
cerca de la entrada a la laguna es probable que se deban a la alta y recurrente
disponibilidad de nitrato proveniente desde el océano (Camacho-lbar et al., 2003)
que es rapidamente asimilado a través de las hojas (Sandoval-Gil et al., 2015). El
enriquecimiento de "°N observado en las estaciones E3, E4, E7 y E8 (localizadas
a ~6-10 km de la boca de la laguna) es similar al observado en la Bahia de
Tomales, en donde esta tendencia fue explicada por el enriquecimiento con "°N
del NID resultado de la desnitrificacion bentonica (Fourqurean et al., 1997). Esta
explicacion probablemente aplica a nuestros resultados, ya los procesos
acoplados de remineralizacion-nitrificacion-desnitrificacion bentdnicos resultan en
un enriquecimiento isotopico neto (¢ = 3-4 %o en St. Lawrence Estuary) del
reservorio de N reducido (amonio + N organico disuelto) presente en los
sedimentos (Alkhatib et al., 2012) y la desnitrificacion parece ser relativamente
intensa dentro de BSQ como se ha inferido a partir de balances de N (Camacho-

Ibar et al., 2003).
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En contraste, los valores de 8'°N de los pastos marinos en las zonas mas internas
de BF y de bSQ (E5, E6 y E9) estuvieron relativamente empobrecidos de °N. En
un estudio limitado a un solo muestreo a lo largo de la laguna recientemente
reportado, se observo un patron similar pero solo para bSQ (Carriquiry et al.,
2016). El decremento de los valores de &'°N hacia las partes mas internas
después del incremento de la zona intermedia puede ser unicamente explicado
por la adicién de N empobrecido en "°N. El aporte terrestre de N con valores bajos
de 5N (e.g. de fuentes agricolas, Bedard-Haughn et al., 2003) puede ser
descartado para BSQ, debido a la falta de aportes de agua desde el continente
(Aguirre-Murfioz et al., 2001). Sin embargo, la fijacion de N en las praderas de
pastos marinos es una fuente potencial de N empobrecido de "°N (valores de 5"°N
del N fijado de ~0.7%o., Sharp, 2007). La fijacion de N puede ocurrir en la hojas, por
parte de las bacterias epifitas, y las tasas de fijacién de heterétrofos sedimentarios
anaerobios pueden incrementarse por los exudados de los pastos en la rizosfera
(Cole and McGlathery, 2012; McGlathery et al., 1998; Welsh, 2000). Cuando la
fijacion de N es la fuente dominante de N dentro del sistema, las hojas de Zostera
pueden mostrar valores de 5'°N tan bajos como 2.4%. (Udy and Dennison, 1997).
Sin embargo los valores de 5'°N en hojas de Z. marina colectados en la zona mas
interna de BF fueron solamente ~2-3 %0 mas bajos que en las estaciones centrales
de BF, indicando que la fijacion de N probablemente no es la fuente que mas
contribuye con N a los tejidos de Z. marina, como se ha reportado para ésta
especie en otros ecosistemas templados (Cook et al., 2015; Risgaard-Petersen et
al., 1998; Welsh, 2000). Fuentes alternativas de N ligero pueden provenir de la

fijacion de N en las zonas de marismas en donde este proceso tiende a ser
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intenso (Jones, 1974). Evaluar la fuente de N proveniente de la fijacion de N en la
zona mas interna de la laguna requiere una caracterizacion de los gradientes
espaciales de los valores de 3'°N de las macréfitas sumergidas, asi como de las
plantas de marismas, haciendo mediciones in situ de la fijacion de N.

A diferencia de las hojas de Z. marina, los valores de 5'°N de Ulva spp. no
mostraron un patrén espacial consistente (Fig. 1.7); esto ya ha sido observado
previamente en BSQ (Hernandez-Sanchez, 2014). Ulva spp. depende unicamente
del N disuelto en la columna de agua, cuya concentracion puede ser bastante
variable en periodos de tiempo cortos en BF, asociada al ciclo de mareas
(Hernandez-Ayon et al., 2004). En contraste, Z. marina puede obtener N también
del agua intersticial. Las diferencias en los patrones espaciales de los valores de
5'°N entre ambas macrdfitas pueden estar relacionadas también a las tasas de
recambio, lo cual determina el tiempo de integracién de la composicién isotdpica.
Mientras que Z. marina integra una sefal en el orden de algunos dias (~60 dias,
Risgaard-Petersen et al., 1998), Ulva spp. tiene un tiempo de recambio menor (<2
dias; Teichberg et al.,, 2007) y puede reflejar rapidamente cambios en la
composicién isotopica del reservorio de NID que puede enmascarar la amplia
escala temporal o los gradientes espaciales como se observd para los pastos

marinos.

4.3 Diferencias interespecificas en la composicidn isotépica entre macroéfitas

La composicién isotopica de C para las hojas de Z. marina fue en promedio 2.7 %o
mas pesada que las de las frondas de Ulva spp.; similar al enriquecimiento que se

ha reportado en otros estudios en donde estas especies has sido colectadas
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simultaneamente (Tabla 1.2). Diferencias en los valores de 5'°C de los tejidos de
las macrofitas marinas creciendo en el mismo sitio (i.e. bajo las mismas
condiciones ambientales), reflejan mecanismos diferentes de fijacion y asimilacion
de CID para la fotosintesis (Beer and Koch, 1996; Raven et al., 2002). El sistema
lacunal en los pastos marinos restringe el flujo se salida del CO; respirado y
permite la acumulacién de CO, isotdpicamente pesado dentro de los espacios
lacunales, el cual puede ser re-fijado durante la fotosintesis (Beer et al., 1980). Lo
cual permite que los pastos marinos que estan mas enriquecidos en '*C con
respecto a las macroalgas coexistentes. La mayor variabilidad espacial y temporal
de los valores de 5C de los tejidos de Ulva spp. (rango de -18 a -7.1 %)
comparada con la de Z. marina (rango de -14 a -6.4 %o, en donde ~87% de los
datos presentaron valores entre -12 y -8 %o), puede estar relacionada a varios
factores incluyendo: la mayor variabilidad de la biomasa ocasionando mayor
variabilidad en la demanda de C, mayores tasas de recambio resultando en un
tiempo de integracion menor de las sefales isotopicas, la mayor capacidad de
utilizar CO2¢) cuando esta disponible, o a la interacciones mas complejas entre la
luz y la disponibilidad de nutrientes que pueden influenciar en la discriminacion
isotopica (Dudley et al., 2010).

Los valores de &'"°N fueron consistentemente mas altos en Ulva spp. con respecto
a los de las hojas de Z. marina en nuestro estudio (~2 %0 en promedio) y en otros
estudios en BSQ (Carriquiry et al., 2016; Hernandez-Sanchez, 2014); este es un
patrén recurrentemente observado en varios sistemas costeros alrededor del
mundo (Tabla I.1). Recientemente Cook et al. (2015) reportaron una diferencia de

24 + 1.5 %o entre Ulva spp. y Z. marina en Port Phillip Bay, Australia. Estos
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autores sugirieron que el reservorio de amonio en el sedimento esta
probablemente empobrecido en N como resultado del fraccionamiento que
ocurre durante la amonificacion de la materia organica (Mobius, 2013), y por lo
tanto la captacion de amonio empobrecido en '°N causa que los valores de Z
marina sean bajos. Esta explicacién no aplica para nuestro sitio de estudio, ya que
el reservorio de N (nitrato, amonio y N organico disuelto) en los sedimentos con
aparentemente altas tasas de desnitrificacion estan isotdépicamente enriquecidos,
mas que empobrecidos, como se ha reportado recientemente en otros estudios
(Alkhatib et al., 2012; Dahnke and Thamdrup, 2013). Ambas macrdfitas en nuestro
estudio estan expuestas a los nitratos provenientes del océano asi como al NOD y
el amonio proveniente de los sedimentos, y aun asi Ulva spp. esta mas
enriquecida en N (como en otros sitios costeros), sugiriendo que el
enriquecimiento relativo puede ser debido a diferencias fisiologicas/vegetativas
entre especies mas que a diferencias isotdpicas de las fuentes. En el caso de Z.
marina, una posible explicacion es que la discriminacion en contra del "N que
ocurre durante la captacion/asimilacion de amonio (y NOD, Alexandre et al., 2015)
a través de las raices, ya que la concentracion en el agua intersticial de los
sedimentos en las praderas de BSQ es mayor a los valores de saturacion de
captacion (Sandoval-Gil et al., 2015). Como resultado una fraccion del N “ligero”
asimilado puede ser traslocado de las raices y rizomas a las hojas. Por otro lado,
como el NID en la columna de agua en la mayoria de los ecosistemas costeros
esta por debajo de la concentracién de saturacion para la captacion de Ulva spp. y
las tasas de recambio isotopico del contenido de N es muy corto, se ha supuesto

que el fraccionamiento isotépico en Ulva spp. puede ser minimo (Teichberg et al.,
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2007). Pocos estudios han evaluado experimentalmente el fraccionamiento
isotopico durante la asimilacion, pero en algunos se ha indicado una
discriminacion isotépica positiva del "°N, ocasionando que un enriquecimiento de
~2 %o pueda ocurrir en los tejidos de Ulva spp. durante la asimilacién de amonio
(Cohen and Fong, 2005; Dudley et al.,, 2010) y de nitrato (Swart et al., 2014).
Ademas, el enriquecimiento debido a la exudacion de compuestos de N tiene que
ser considerado (Evans, 2001). En un estudio reciente se reporté que la magnitud
de la discriminacion isotopica durante la asimilacion de nitrato por Ulva spp. esta
determinada por la concentracion del sustrato en el ambiente (Swart et al., 2014),
y la discriminacién positiva solo ocurre con bajas concentraciones (<14 yM), que
estan en el rango de las concentraciones de nitrato en BSQ. Claramente, se
requieren estudios experimentales para determinar el papel de la discriminacion
de los is6topos de N durante la asimilacidn por macréfitas marinas, incluyendo los
tejidos de las raices y rizomas y de las hojas en el caso de los pastos e incluir no

solo el NID, sino también los sustratos de NOD.
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Capitulo Il. Variacion espacial de las tasas de fijacion de nitrégeno en la
rizosfera y en la filosfera de Zostera marina en una laguna costera en el

Pacifico NE.

Resumen

Se determinaron las tasas de fijacion de nitrogeno en la filosfera y en sedimentos
con presencia y ausencia de Zostera marina durante el invierno de 2015 en Bahia
San Quintin, una laguna costera dominada por la marea e influenciada por
surgencias en el Pacifico NE. Las muestras se recolectaron en cuatro sitios con
diferente influencia oceanica, tiempo de residencia e impacto ostricola y las tasas
de fijacion se determinaron con el método de reduccion de acetileno. Las tasas
con tratamientos con luz y en oscuridad fueron similares, sugiriendo que las
bacterias heterétrofas fueron el grupo con mayor contribucidn a la fijacion. La
contribucion de las bacterias sulfatoreductoras fue baja en la mayoria de las
estaciones aportando entre el 0 y el 15 % de la fijacion, unicamente en una
estacion contribuyeron con ~40 %. El rango de las tasas de fijacion en sedimentos
fue de 7 a 12 pmol m? h™, similar a lo reportado en otros sistemas inclusive
durante periodos de primavera y verano. Probablemente la condicién invernal
ocasiond que se presentaran pocas diferencias espaciales en las tasas de fijacion
d N2, inclusive entre los sitios con y sin vegetacion y entre las diferentes
profundidades de los sedimentos, debido a que durante invierno las tasas de
crecimiento y la biomasa de Z. marina son minimas, ocasionando que el aporte de
carbono labil, que sirve como sustrato para los diazétrofos, sea menor y menos

variable. Las tasas de fijacion mas bajas se presentaron en un sitio en donde la
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actividad ostricola es intensa y en donde la desnitrificacion es alta, por lo que
probablemente los dizétrofos estén compitiendo con otros heterotrofos que no fijan
N2. Las tasas de fijacion mas altas, se presentaron en la estacion mas interna, en
donde el nitrato oceanico es escaso. El 7% de la fijacion fue atribuida a las
bacterias epifitas, con tasas menores a 0.5 pmol m? d'. Potencialmente la
fijacion aporto entre el 5 y el 10% del N requerido por Z. marina y podria aportar

~30% del nitrdgeno que se pierde via desnitrificacion durante el invierno.

Palabras claves: Fijacion de nitrogeno, Zostera marina, sedimentos, filésfera,

diazo6trofos
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1. Introduccién

El nitrogeno (N) es uno de los principales factores que limitan la produccion
primaria en los ecosistemas terrestres y acuaticos (Elser et al., 2007). En sistemas
marinos el N fijado es removido por los procesos de desnitrificacion, oxidacion
anaerobica de amonio (ANAMMOX, por sus siglas en inglés) y por sepultamiento
(Brandes et al.,, 2007). La pérdida de N es compensada por los procesos de
fijacion de N2, amonificacion y por aportes externos provenientes de las descargas
fluviales, la depositacion atmosférica, los aportes de agua subterranea y los
procesos de adveccion y mezcla en la columna de agua (Dugdale and Goering,
1967; Sarmiento and Gruber, 2006; Sigleo et al., 2005). La fijacion biolégica de N2
es una reaccion catalizada por la enzima nitrogenasa en la cual el N2 es
convertido en amoniaco (NHs).

A pesar de que el 78% del aire en la atmosfera estda compuesto por Ny, la fijacion
de N2 unicamente puede ser llevada a cabo por algunos grupos de bacterias y
arqueas denominados diazoétrofos. En los sistemas marinos es posible encontrar
fijadores de N2 que son organismos fotolitotréficos, como las cianobacterias, las
cuales pueden ser filamentosas con heterocistos, filamentosas sin heterocistos y
unicelulares (Zehr and Paerl, 2008); asi como organismos heterétrofos que
pueden ser bacterias aerobias, microaerofilicas, facultativas y anaerobias
estrictas, incluyendo sulfatoreductoras que suelen ser abundantes en tapetes
microbianos de sistemas estuarinos (Fulweiler et al., 2013; Steppe and Paerl,
2002). Debido a que el oxigeno inhibe irreversiblemente la actividad de la
nitrogenasa, las cianobacterias han desarrollado estrategias para evadirlo

(Berman-Frank et al., 2007). Los heterocistos son células especializadas que
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estan presentes en los filamentos, las cuales brindan condiciones anaerobias y por
lo tanto es en donde se realiza el proceso de fijacién de N2 (Adams and Duggan,
1999). Algunas cianobacterias sin heterocistos, tienen la capacidad de separar
temporalmente la fotosintesis de la fijacidon de N (Bergman et al., 1997), mientras
que algunas otras también pueden separar morfolégicamente ambos procesos

(Foster et al., 2011).

Hace algunas décadas, se consideraba que la cianobacteria Trichodesmium era el
género con mayor contribucion a la fijacion de N y se calculé que la fijacion
aportaba ~5 Tg N afio (Capone and Carpenter, 1982). A partir del uso de técnicas
moleculares, especificamente de la secuencia el gen nifH presente en la
nitrogenasa, se descubrié que existian una gran cantidad de procariontes capaces
también de fijar N2 (Zehr et al., 1998), incluidas cianobacterias unicelulares
(Moisander et al.,, 2010) y bacterias heterotrofas (Bombar et al., 2016), éstas
ultimas consideradas actualmente con mayor dominancia que otros grupos en
aguas marinas superficiales (Farnelid et al., 2011). Actualmente se estima que la
fijacion pelagica de N es de ~140 Tg N afio” (Fowler et al., 2013). Para los
sistemas bentonicos, Capone y Carpenter (1982) calcularon que la fijacion de N
era de 15 Tg N afio™’, a diferencia de la fijacién pelagica en el océano abierto, el
calculo de la tasa global benténica no sido reevaluado (Gruber, 2008). Sin
embargo, la evidencia molecular sugiere que la fijacion de N, bentonica podria ser
mucho mayor de lo que se ha sugerido (Bauer et al., 2008; Newell et al., 2016).
Por otra parte, también se creia que la presencia de N inorganico inhibia la

actividad de la nitrogenasa (Capone, 1988), actualmente se sabe que los
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diazotrofos mantienen altas tasas de fijacion de N inclusive en sistemas
bentdnicos con elevadas concentraciones de amonio (Andersson et al., 2014;
Knapp, 2012). Otro aspecto que no fue considerado en el calculo obtenido en los
afnos 80’s, es que la fijacidn de N2 en algunos sistemas como en la rizosfera de las
praderas de pastos marinos puede ser inclusive mayor en sedimentos
subsuperficiales que en sedimentos superficiales (Cole and McGlathery, 2012;
McGlathery et al., 1998), por lo que el calculo de la fijacibn puede estar
subestimado al no considerar la fijacion en sedimentos subsuperficiales. En
sistemas estuarinos por décadas se ha considerado que la fijacion pelagica esta
limitada debido a que salinidades >10-15 causan que los diazotrofos crezcan
lentamente y los filamentos sean mas cortos, por lo que se vuelven mas
vulnerables al pastoreo lo que impide su 6ptimo desarrollo (Howarth and Marino,
2006; Marino et al., 2002). Sin embargo, Bentzon-Tilia et al. (2015) evidenciaron la
presencia de diazétrofos pelagicos en dos estuarios mediante la presencia del gen

nifH y la medicion de tasas de fijacidon pelagicas.

En la ultima década, también se ha roto el paradigma en el que se sugeria que los
sistemas estuarinos funcionaban como un sumidero de N debido a que la
desnitrificacion tradicionalmente se creia era mayor que la fijacion de N, en
algunos estudios se ha encontrando que los sistemas estuarinos pueden funcionar
como una fuente de N ya que la fijjacion de N, puede ser mayor que la
desnitrificacion (Fulweiler et al., 2013; Russell et al., 2016). Sin embargo, es
importante considerar que existen diversos factores que pueden determinar cual

de éstos dos procesos es mas intenso. Fulweiler et al. (2013) encontraron que la
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cantidad y la calidad de la materia organica (MO) es un factor muy importante que
inclusive puede desacoplar en tiempo estos dos procesos, mientras que los
aportes nuevos de MO promueven la desnitrificacion, posteriormente, cuando la
MO es mas refractaria la fijacibn de N2 se intensifica principalmente por la
contribucion de las bacterias sulfatoreductoras, las cuales son mas flexibles en
cuanto a la calidad de la MO que es utilizada. Al igual que el N proveniente de los
aportes terrestres, en diversos estudios se ha demostrado que la desnitrificacion
es un proceso que mitiga el aporte excesivo de N a los sedimentos en sitios con
presencia de ostricultivos (Humphries et al., 2016; Kellogg et al., 2014; Smyth et
al., 2015), sin embargo también son sitios en los que se ha demostrado que la
fijacion de N2 puede verse favorecida por la presencia de C labil (Newell et al.,
2002). Es necesario hacer mas investigacion que lleve al entendimiento de la co-
ocurrencia de estos dos procesos, ya que es necesario entender como funcionan
estos dos procesos debido al actual incremento de las descargas antropogénicas

en zonas costeras y del uso de ecosistemas estuarinos para la acuacultura.

En cuanto a zonas con pastos marinos, Russell et al. (2016) reportaron que en
praderas de Zostera muelleri, la fijacibn de N> es mas intensa que la
desnitrificacion, sin embargo también se ha demostrado que la desnitrificacion
puede ser favorecida por la presencia de oxigeno proveniente de la fotosintesis de
las plantas (Risgaard-Petersen et al., 1994). Pero sin duda la fijacion de N2 es un
proceso importante como fuente de N nuevo para los pastos marinos. Se ha
reportado que la fijacion de N2 en praderas de pastos marinos puede aportar mas

del 50% del N requerido por éstas macrdfitas para su crecimiento en zonas
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tropicales (Capone, 1988; Capone et al., 1979; O’'Donohue et al., 1991; Patriquin
and Knowles, 1972), mientras que en zonas templadas se ha reportado que en
algunos sitios entre el 5 y el 30% del N es aportado por éste proceso (Capone,
1982; Cole and McGlathery, 2012; McGlathery et al., 1998; Welsh et al., 1996a,
1996b). En las praderas de pastos marinos los organismos diazotrofos pueden
encontrarse en la fildsfera (i.e. como epifitas), en la superficie de los sedimentos y
en los sedimentos mas profundos asociados a las raices y rizomas (McGlathery,
2008). En algunos sitios se ha encontrado que las bacterias heterotrofas son el
grupo funcional dominante en los sedimentos y en la filosfera (Cole and
McGlathery, 2012; Howarth et al., 1988), por tal motivo las tasas de fijacion suelen
estar acopladas a la actividad fotosintética de la planta (Capone and Taylor, 1977;
Cole and McGlathery, 2012; McGlathery et al., 1998; O’'Donohue et al., 1991). El
C labil que es exudado a través de las hojas y de las raices y rizomas, incrementa
a mayores tasas fotosintéticas y sirve como sustrato para las bacterias
heterotrofas (McRoy et al., 1973; Moriarty et al., 1986; Penhale and Jr, 1977).
Inclusive en algunos sitios en donde se han realizado perfiles de tasas de fijacion
de N2 en la rizésfera, se han encontrado las maximas tasas asociadas a la
profundidad a la cual se encuentra la mayor biomasa de raices y rizomas (Cole
and McGlathery, 2012; McGlathery et al., 1998; Welsh et al., 1996b). La presencia
de los pastos marinos también beneficia el crecimiento de los diazoétrofos por la
acumulacion de materia organica (MOP) en los sedimentos, la cual no unicamente
proviene del decaimiento de las hojas y de las raices y rizomas; las praderas de
pastos marinos también funcionan como trampas de MO particulada, la cual es

depositada en los sedimentos (Kennedy et al., 2010).
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En algunos estudios realizados en praderas de pastos marinos se ha determinado
que las bacterias sulfatoreductoras pueden contribuir con mas del 80% de la
fijacion de Ny realizada por heterotrofos (Capone and Carpenter, 1982; Welsh et
al., 1996b), aunque en algunos sitios con praderas de Z. marina la contribucion de
las sulfatoreductoras unicamente fue entre el 12 y el 25% del total de la fijacion de
N (Cole and McGlathery, 2012; McGlathery et al., 1998). Las diferencias en la
actividad de las sulfatoreductoras se ha asociado a la concentracion de materia

organica en la rizosfera (Cole and McGlathery, 2012; Welsh et al., 1996b).

La fijacion de N en la filésfera, realizada por bacterias epifitas, ha sido
escasamente estudiada y pocos estudios se han realizado en praderas de pastos
marinos ubicadas en zonas templadas (Cole and McGlathery, 2012; Reynolds et
al., 2015). Las tasas de fijacion en la filésfera suelen ser muy variables inclusive
dentro de una misma pradera. Los factores principales que contribuyen a esta
variacion son la cantidad de epifitas en la hoja (Agawin et al.,, 2016; Cole and
McGlathery, 2012; Goering and Parker, 1972; Hamisi et al., 2009; Reynolds et al.,
2015); la actividad metabdlica de la planta, asociada a las tasas de productividad
(Capone et al.,, 1979); la temporada del afio, en general es mayor en
primavera/verano que en invierno (Capone and Taylor, 1977; Hamisi et al., 2009) y
la disponibilidad de luz (Agawin et al., 2016; Goering and Parker, 1972). La
contribucion de la fijacion de N por epifitas a la demanda de N de los pastos
marinos puede ser importante, por ejemplo, en praderas de Zostera marina en las
costas de Virginia, EUA, la fijacion de Nz en la filésfera contribuy6 con ~90% de la

fijacion total de las praderas debido a la baja disponibilidad de N en la columna de
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agua (Cole and McGlathery, 2012); mientras que en praderas de Posidonia
oceanica en el Mar Mediterraneo las epifitas pueden aportar todo el N requerido
por esta especie en algunas temporadas (Agawin et al., 2016).

Aplicando el modelo de LOICZ (Land Ocean Interaction in the Coastal Zone), un
modelo de balance de masas para calcular los flujos no conservativos de Ny de P
y el balance entre la fijacion de N, y la desnitrificacion mediante relaciones
estequiométricas, Camacho-Ibar et al. (2003) reportaron que en Bahia San Quintin
(BSQ) las pérdidas de N reactivo por desnitrificacion son mayores que las
estradas por fijacion de N2, sugiriendo inclusive que la fijacion de N, podia ser
despreciable. Sin embargo dichos autores también reportaron que en las
secciones mas internas de la laguna la desnitrificacion y la fijacion de N estuvieron
mas cercanas al balance, lo que sugiere que, o las tasas de desnitrificacion
disminuyen hacia el interior o que la fijaciéon de N, se intensifica. Hasta la fecha no
se han realizado mediciones directas de ninguno de los dos procesos en esta
laguna costera, sin embargo, datos isotopicos en macréfitas de la laguna, también
sugieren que la fijacion de N2 es mas intensa en hacia los extremos internos del
sistema. Por un lado, los datos de 8'°N en Z. marina en el presente estudio
(Capitulo 1) muestran una disminucién en las estaciones mas internas de ambos
brazos (ver Fig. 1.8), en tanto que Carriquiry et al. (2015) observaron una
disminucién similar aunque unicamente para el brazo San Quintin. En ambos
estudios se concluye que la fijacion de N2 es la causa mas probable de dicha
disminucién, sin embargo, lo que no es claro es si la fijacion de N; se intensifica en
los sitios de muestreo o si las plantas estan registrando la senal de la fijacion de

N2 que ocurre en las zonas mas internas, particularmente en las zonas de
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marismas. Datos isotdpicos no publicados (Herzka, com. pers.) de Z. marina,
recolectadas al borde de las marismas mostraron valores tan bajos como 3 %eo,
sugiriendo que el N fijado puede provenir de las marismas. Por otra parte, esta
bien documentado que en BSQ el N nuevo proveniente del océano adyacente se
limita a las zonas mas cercanas a la boca (Camacho-Ibar et al., 2003; Hernandez-
Ayon et al., 2004) y los aportes continentales son considerados nulos (Aguirre-
Munoz et al., 2001), por lo que las macrofitas de las zonas mas internas dependen
del N proveniente de los procesos internos tales como la amonificacion y la fijacion
de Na. En este trabajo se midieron las tasas de fijacion de N2 en sedimentos y en
la filésfera de Z. marina en BSQ, en sitios con diferente influencia oceanica y
actividad ostricola. En los sedimentos se midieron tasas de fijacion dentro y fuera
de las praderas de Z. marina. También se estimo la posible contribucion de la
fijacion a la demanda de N de Z. marina, y se estimé la contribucion de este

proceso al balance de N en el sistema.
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2. Hipétesis

Las tasas de fijacion de nitrdgeno son mayores en las zonas con presencia

de Z. marina que en las zonas sin vegetacion.

- Los valores maximos de las tasas de fijacibn de N en las zonas con
vegetacion seran en los sedimentos subsuperficiales en donde la biomasa
de raices es mayor.

- Los picos maximos de las tasas de fijacion de N en las zonas sin
vegetacion seran en la superficie de los sedimentos.

- Espacialmente las tasas maximas de fijacion de N se presentaran en las

zonas con presencia de ostricultivos y en zonas con mayor tiempo de

residencia del agua debido a la acumulacion de materia organica.
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3. Objetivos

- Evaluar las tasas de fijacion de N en sedimentos y en la filosfera de Z.
marina en Bahia San Quintin e inferir cuales son los procesos que controlan
su variabilidad espacial.

- Inferir la contribucion de las bacterias autotrofas, heterdtrofas y
sulfatoreductoras a las tasas de fijacion de N total.

- Determinar si la presencia de las praderas de Z. marina estimula la
actividad de los diazoétrofos en los sedimentos, comparando tasas de
fijacion fuera y dentro de las praderas.

- Estimar la posible contribucién de la fijacion de N a los requerimientos de Z.
marina en BSQ.

- Comparar la intensidad de las tasa de fijacion de N con respecto a la tasa
de desnitrificacion y al flujo de N asociado a los procesos de adveccion y

mezcla en BSQ.

75



4. Metodologia

4.1 Area de estudio

Bahia San Quintin (Fig. II.1) es una laguna costera hipersalina, con ~2 m de
profundidad promedio, localizada en la peninsula de Baja California, México
(30°27°N, 116°00'W). Los aportes de agua terrestre son considerados nulos y se
restringen al arroyo San Simén que unicamente aporta agua durante inviernos con
precipitacion por arriba del promedio (Aguirre-Mufoz et al., 2001). La dinamica del
sistema y la distribucion de las propiedades del agua (salinidad, temperatura,
nutrientes disueltos etc.) estan controladas por las mareas semidiurnas (amplitud
maxima de ~2.5 m y minima de ~1 m). La laguna tiene dos brazos, el brazo este
conocido como brazo San Quintin (bSQ) y el brazo oeste como Bahia Falsa (BF),
los cuales tienen un tiempo de residencia de aproximadamente 15 y 5 dias,
respectivamente (Camacho-lbar et al., 2003; Melaku Canu et al., 2016). Las
surgencias costeras se intensifican en primavera y verano aportandose una mayor
cantidad de nutrientes a BSQ desde el océano durante esta temporada. La
concentracion de nitrato, que supera los 10 yM durante eventos de surgencias,
disminuye de la boca hacia las regiones mas internas de la laguna, donde las
concentraciones suelen ser menores que 1 uM (Camacho-lbar et al., 2003;
Hernandez-Ayon et al., 2004), lo cual potencialmente causa limitaciéon de N para
los productores primarios en las zonas mas internas. La salinidad y la temperatura
incrementan de la boca al interior de BSQ, con rangos de ~33.6 a 39 y de 11 a 27
°C, respectivamente (Alvarez-Borrego and Alvarez-Borrego, 1982; Camacho-lbar

et al., 2003). Praderas densas de Z. marina cubren ~46 % de la superficie de la
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laguna (lIbarra-Obando, 2007; Ward et al., 2004). De acuerdo con un estudio

realizado entre octubre de 2013 y enero de 2014 la densidad de Z. marina varia

entre 116 y 671 haces por m? en las praderas muestreadas en este estudio,

presentando en diciembre valores entre 116 y 364 haces por m? (Sandoval-Gil,

datos no publicados). La actividad ostricola de BSQ se concentra en el brazo de

BF, donde aproximadamente el 30 % del area superficial esta concesionada para

esta actividad (Aguirre-Mufioz et al., 2001). Delgado-Gonzalez et al. (2010),

encontraron que la ostricultura afecta la circulacion del agua, sugiriendo que hay

una mayor acumulacién de MO bajo las racas.
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Figura 1l.1 Mapa de Bahia San Quintin (BSQ). Se muestran las cuatro estaciones

de muestreo (OUT, o-BF, i-BF y bSQ).
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4.2 Medicién de tasas de fijacidon de nitrégeno

En diciembre de 2015 se recolectaron nucleos de sedimento y haces de Z. marina
para medir tasas de fijacion de N, en sedimentos y epifitas utilizando el método de
reduccion de acetileno (método modificado de Capone y Taylor 1977, Capone
1982; ver Cole y McGlathery 2012). Se seleccionaron las praderas de Z. marina a
lo largo de un gradiente de influencia oceanica y en zonas con diferente grado de
actividad ostricola. La estacion con mayor influencia oceanica, OUT, fue la mas
cercana a la boca de la laguna (~4 km); dos estaciones, o-BF e i-BF, se ubicaron
en Bahia Falsa, ambas con presencia de ostricultivos pero o-BF con mayor
influencia oceanica que i-BF; una cuarta estacion, bSQ, se ubicé en el brazo San
Quintin a una distancia de la boca similar a la de la estacion o-BF, pero sin
presencia de ostricultivos (Fig. 1l.1). Los nucleos se recolectaron buceando
utilizando tubos de acrilico de ~40 cm de largo y 10 cm de diametro. En cada
estacion se recolectaron tres nucleos dentro de la pradera (denominados con
vegetacion, CV) y tres nucleos en la zona sin vegetacion adyacente a la pradera
(SV). Los nucleos en los sitios con vegetacion se recolectaron evitando la inclusion
de vegetacion sobre el sedimento, unicamente se recolectdé sedimento y el agua
sobreyacente. El mismo dia de muestreo, los nucleos fueron transportados dentro
de hieleras al laboratorio y se dejaron reposar por ~12 h; posteriormente se obtuvo
un subnucleo utilizando una jeringa de 10 ml, del cual se obtuvieron secciones de
1 cm, de los primeros 5 cm. Cada seccion se partié a la mitad y se adicion6 0.7 ml
de agua destilada y a una de las partes se le adicion6 molibdato de sodio (+Mo)

para determinar las tasas de fijacion por bacterias sulfatoreductoras, las muestras
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sin molibdato de sodio fueron consideradas como tasas de fijacion total. Las
incubaciones fueron realizadas en viales de vidrio de 40 ml a los que se le anadi6
el sedimento y posteriormente fueron cerrados con tapas con septum. Los viales
fueron purgados con argdn por ~2 min y posteriormente se les inyectaron 10 ml de
acetileno para iniciar la incubacion. Los viales fueron agitados durante 10
segundos y se despresurizaron para mantener la presion atmosférica al interior del
vial. La incubacion se realizé en oscuridad y a temperatura constante durante 7 h.
También se realizaron incubaciones con luz de los sedimentos del primer
centimetro, para los cuales se siguié el mismo procedimiento pero la incubacion se

realizd con una irradiancia de 350 umol fotones m? s

, correspondiente a la
maxima irradiancia del sitio en invierno (Sandoval-Gil et al., 2015). La incubacién
se termind transfiriendo el gas a viales Vacutainer® que previamente fueron
purgados con argon. Para cada nucleo se realizaron dos blancos, siguiendo el
mismo procedimiento pero sin adicion de sedimento y uno de éstos sin adicion de
acetileno, a ninguno se les adicion6 molibdato de sodio y las incubaciones se
realizaron en oscuridad.

Los haces de Z. marina para la determinacion de fijacion en la filosfera se
recolectaron manualmente y se mantuvieron en hieleras con agua del sitio hasta
su tratamiento, aproximadamente 6 horas después de la recolecta. Para las
incubaciones se seleccionaron 6 haces de cada sitio, tres fueron utilizados para
tratamientos con luz y tres para tratamientos en oscuridad. De cada haz se
obtuvieron los primeros 15 centimetros (del apice hacia el meristemo) de las hojas

2y 4. La selecciéon de las hojas se realizo con las plantas sumergidas en agua del

sitio. Cada hoja fue colocada en un frasco de borosilicato de 140 ml y se le
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adicionaron 90 ml de agua del sitio filtrada. Para iniciar la incubacion se
adicionaron 10 ml de agua saturada con acetileno e inmediatamente se sellaron
con un septum y un sello de aluminio. Los frascos se agitaron por 30 segundos y
se mantuvieron por 5 horas a temperatura del sitio y las incubaciones con luz se

hicieron con una irradiancia de ~350 pmol fotones m? s™.

Para finalizar la
incubacion las muestras se sumergieron en hielo y se mantuvieron asi, por no mas
de 24 h, hasta su analisis en el cromatdgrafo. Las muestras de gas se obtuvieron
de la parte del frasco libre de agua utilizando jeringas y fueron inyectadas
directamente en el cromatografo.

Para las mediciones de la concentracién de etileno se utilizé un cromatografo de
gases SRI-8610C equipado con un inyector en la columna seguido de una trampa
para la concentracion de etileno empacada con silica gel, una columna empacada
Porapak N y un detector de ionizacion de flama. Se utilizO6 N, como gas
acarreador. El cromatégrafo se calibr6 con una curva de calibracién de cinco
subestandares (4, 5, 7, 8 y 10 ppm) obtenidos de un estandar de 100 ppm (Scotty
Il C2-C6 Olefines). La rampa de temperatura fue de 50 °C a 170 °C con un
incremento de 40 °C por minuto, manteniendo la temperatura a 170 °C por 10
minutos. Los resultados se visualizaron con el programa PeakSimple 4.32, el
tiempo de retencidn del etileno fue de ~9.25 min (Fig. 11.2). Las tasas de reduccion

de acetileno fueron convertidas a tasas de fijacion de N2 utilizando la razén 3:1

(McGlathery et al., 1998; Welsh, 2000).
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Figura 1.2 Ejemplo de un cromatograma visualizado con el programa PeakSimple

4.32. En pico dentro del ovalo rojo corresponde al etileno.

4.3 Variables accesorias del sedimento

Las tasas de fijacién en sedimentos se obtuvieron en unidades de pmol cm? h™,
sin embargo, para facilitar la comparacion de los datos con otros trabajos las
tasas fueron extrapoladas a pmol m? h™'. Para identificar diferencias de las tasas
de fijacién de N2 en sedimentos entre los tratamientos con luz y en oscuridad y
entre los nucleos SV y CV se realizaron pruebas t de Student. Para determinar las
diferencias entre estaciones de muestreo se utiliz6 un ANOVA simple, ya que los
datos cumplieron con los supuestos de normalidad y homocedasticidad. Para los
datos de tasas de fijacion de Nz en la filosfera, se utilizaron pruebas t de Student
para identificar diferencias entre las hojas 2 y 4 y entre tratamientos con luz y en
oscuridad. Los datos de las tasas de fijacion en la filésfera, tamafio de grano, Cog,

N, concentracion de Cl-a y los valores de 5"°N, no cumplieron con los supuestos
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de normalidad y de homocedasticidad, por lo que se utilizaron pruebas de Kruskal-
Wallis para determinar diferencias entre estaciones de muestreo. Los resultados
que se consideraron significativos fueron aquellos en donde p<0.05. Los analisis

estadisticos se realizaron con el programa STATISTICA 8.0.

4.4 Analisis de datos

Las tasas de fijacién en sedimentos se obtuvieron en unidades de pmol cm? h™,
sin embargo, para facilitar la comparacion de los datos con otros trabajos las
tasas fueron extrapoladas a pmol m? h™'. Para identificar diferencias de las tasas
de fijacién de N2 en sedimentos entre los tratamientos con luz y en oscuridad y
entre los nucleos SV y CV se realizaron pruebas t de Student. Para determinar las
diferencias entre estaciones de muestreo se utilizo un ANOVA simple, ya que los
datos cumplieron con los supuestos de normalidad y homocedasticidad. Para los
datos de tasas de fijacion de Nz en la filosfera, se utilizaron pruebas t de Student
para identificar diferencias entre las hojas 2 y 4 y entre tratamientos con luz y en
oscuridad. Los datos de las tasas de fijacion en la filésfera, tamafio de grano, Cog,
N, concentracion de Cl-a y los valores de 5"°N, no cumplieron con los supuestos
de normalidad y de homocedasticidad, por lo que se utilizaron pruebas de Kruskal-
Wallis para determinar diferencias entre estaciones de muestreo. Los resultados
que se consideraron significativos fueron aquellos en donde p<0.05. Los analisis

estadisticos se realizaron con el programa STATISTICA 8.0.
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5. Resultados

5.1 Tasas de fijacion de N en sedimentos

Las tasas de fijacion de N2 en sedimentos superficiales en los experimentos en
oscuridad en general fueron mayores que en los experimentos con luz (Fig. 11.3),
aunque no se encontraron diferencias significativas entre experimentos (p>0.05),
excepto en la estacion i-BF en los nucleos SV (p=0.006). Los perfiles de las tasas
de fijacion presentaron poca variacion con respecto a la profundidad (coeficiente
de variacion <10%), sin encontrarse un patron claro o consistente (Fig. 11.4). Por lo
cual, se integraron los resultados de las diferentes profundidades para su analisis
y discusion, sin considerar en la integracion los valores extremos encontrados en
un nucleo de i-BF CV. Los valores de las tasas de fijacion integradas mas bajos se
encontraron en 0-BF, 7.0+0.5 y 8.9+3.1 pmol m? h™' para los nlcleos SV y CV
respectivamente, mientras que en el resto de los sitios los valores estuvieron entre
10.3 y 12.0 ymol m?2 h™, aunque las diferencias unicamente fueron significativas
(p<0.05) entre la estacion o-BF y la estacion OUT para los nucleos SV (Fig. 11.5).
En la estacion OUT y bSQ los nucleos SV presentaron tasas de fijacion mayores
que en los nucleos CV y en o-BF e i-BF las tasas fueron mayores en los sitios CV,
aunque las diferencias no fueron significativas. Las tasas de fijacion con
tratamientos con Mo y sin Mo no presentaron diferencias significativas (Fig. 11.5)
excepto en la estacion bSQ en donde ~40% de la fijacién puede ser atribuido a las
bacterias sulfatoreductoras. Los valores extremos de las tasas de fijacion que se
encontraron en uno de los nucleos CV de i-BF, entre los centimetros 2 y 5,

estuvieron entre 9.6 y 35.0 pymol m? h™"; estos valores no se detectaron en el
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tratamiento con Mo, por lo que dichas tasas pueden ser atribuidas a bacterias

sulfatoreductoras.
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Figura I.3 Variacion espacial de las tasas de fijacién de N en la superficie de los
sedimentos con (CV) y sin (SV) vegetacion. Se muestran los tratamientos con luz

y en oscuridad. Los valores representan el promedio + 1 error estandar (n=3).

84



Fijacion de N pmol m2h

1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0

SV
0-1
12
=
S
©
(]
T 23
©
C
-}
IS
o
34
|
5 10 15 20 25
CV
0-1
12
=
o
© |
© 1
T 2.3
©
C
=}
I8
34
BN BF-i
[ BF-o0
mEmm OUT
4-5 — bSQ

Figura 11.4 Perfiles de las tasas de fijacion de N en los nucleos sin (SV) y con (CV)
vegetacion. Los valores representan los promedios de las réplicas + 1 error

estandar (n=3)
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Figura 1.5 Variacion espacial de las tasas de fijacion integrada en sedimentos con
(CV) y sin (SV) vegetacion. Se muestran los tratamiento con (+Mo) y sin (Total)
molibdato de sodio. Los valores representan el promedio de las réplicas + 1 error
estandar (n=3), excepto para i-BF en donde no se incluyeron los valores extremos

(n=2). El valor con asterisco representa el valor extremo de un nucleo en i-BF CV.

5.2 Tasas de fijacion de N en la filésfera
Las tasas de fijacion en la filosfera no presentaron diferencias significativas

(p>0.05) entre la hoja 2 y la hoja 4, por lo que los resultados de ambas hojas se
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consideraron como réplicas para los analisis posteriores. En la mayoria de las
estaciones (excepto en i-BF) las tasas de fijacion en los experimentos en
oscuridad fueron mayores que en los experimentos con luz (Fig. Il.6a), aunque
estas diferencias no fueron significativas (p>0.05). A pesar de que no se
presentaron diferencias significativas entre estaciones ni entre los tratamientos
con luz y en oscuridad (Hp24=6.46, p=1.00 y H24=3.07, p=0.385,
respectivamente), las tasas mostraron una tendencia a incrementar en las

estaciones mas internas.
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Figura 1.6 Variacion espacial del las tasas de fijacion de N en la filosfera, (a) por
centimetro de la planta y (b) por m?. Se muestran los tratamientos con luz y en
oscuridad. Los valores representan el promedio + 1 error estandar (n=6). La linesa
punteada en b representa la densidad de haces de Z. marina.

Los datos de las tasas de fijacidn en la filésfera fueron prorrateados por la
densidad de haces obtenida en invierno de 2014 (datos no publicados). La

tendencia espacial de los datos prorrateados fue similar a la distribucion de los
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valores de densidad de haces (Fig. 11.6b), mostrando un incremento de la estacion
OUT hacia el interior de BF, mientras que los valores de bSQ fueron menores que
los de la zona OUT. La contribucion de las bacterias epifitas dentro de las
praderas de Z. marina, considerando las tasas de fijacion en la filosfera y en los

sedimentos, fue de ~7 % (0.6 + 0.1 ymol m? h?) (Fig. 11.7).
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Figura I.7 Variacion espacial de la suma de las tasas de fijacion de nitrogeno en

sedimentos y en epifitas de los sitios con vegetacion.

5.3 Variables accesorias

Los resultados de la prueba Kruskal-Wallis aplicada a los datos de los contenidos
de limos, Corg ¥ N en los sedimentos, indicaron que no se presentaron diferencias
significativas (p>0.05) entre las profundidades en ninguna de las estaciones,
incluyendo los nucleos CV y SV. Los sedimentos estuvieron compuestos
principalmente por arenas y limos; las arcillas representaron menos del 3 % (Fig.
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11.8). El contenido de limos incrementd hacia las estaciones mas internas,
encontrandose diferencias significativas (p<0.05) entre las estaciones mas
cercanas a la boca (OUT y o-BF) y las mas internas (i-BF y bSQ). En la estacion
OUT el intervalo del contenido de limos fue de 1 a 34 %, mientras que en las
estaciones mas internas éstos conformaron entre 42 y 72 % de la composicion de

los sedimentos.
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Figura 11.8 Variacion espacial de la composicion granulométrica en sedimentos de
BSQ considerando los sitios CV y SV indistintamente debido a que no se
encontraron diferencias significativas.

El contenido de Coq y de N en los sedimentos presenté un gradiente espacial,
encontrandose los valores mas altos en la estacion i-BF (Fig. 11.9), sin encontrarse
diferencias significativas entre los nucleos CV y SV (p>0.05). La razon Cog/N en
las estaciones i-BF y bSQ fue 6.9+0.2 y 7.1+£0.2 respectivamente, en OUT fue
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6.0+1.8 y en o-BF fue 4.4+0.2. El Coy y el N presentaron una correlacion
significativa (p<0.05) con el contenido de limos (r=0.7). También fue significativa la
correlacion de la fijacion con el Cog y con el contenido de limos (p<0.05, r=0.19 y
.20, respectivamente). Por otra parte, la concentracion de clorofila a (Cl-a) en la
superficie de los sedimentos no presentd diferencias significativas (p>0.05) entre
estaciones, ni entre los nucleos CV y SV. Sin embargo, a pesar de que las
diferencias no fueron significativas, en las estaciones i-BF, o-BF y OUT la
concentracion de Cl-a fue mayor en los sitios con vegetacion (Fig. 11.9d). En
cuanto a la correlacion de la Cl-a con el resto de las variables accesorias y con las
tasas de fijacion, solamente se presentd una correlacion significativa con el
contenido de limos (r=0.44). Los valores mas bajos de la composicion isotépica de
N (5'°N) en los tejidos de Z. marina se presentaron en i-BF, aunque la variabilidad
entre sus réplicas fue alta (valores entre 6.9 y 12.4 %) por lo que no se
encontraron diferencias significativas (p=0.55) entre estaciones (Fig. 11.9e). En las

otras tres estaciones los valores estuvieron entre 10.8 y 11.9 %e.
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Figura 11.9 Variacion espacial del (a) contenido de carbono organico (Corg), (b) el
contenido de N, (c) el contenido de limos, (d) el contenido de clorofila-a (Cl-a) en
los sedimentos y (e) la composicion isotépica de N (3'°N) en las hojas de Z
marina. Los valores representan el promedio £ 1 error estandar.

6. Discusion

A pesar de que la fijacién de N2 es un proceso que puede aliviar la limitacién de N
en las praderas de pastos marinos, existen pocos estudios en los que se han

reportado tasas de fijaciéon en los sedimentos y en la filosfera de praderas en
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zonas templadas. Los resultados del presente estudio, realizado en Bahia San
Quintin, sugieren que la fijacién de N, para el periodo invernal puede ser atribuida
principalmente a las bacterias heterotrofas, tanto en las partes del sedimento
donde no penetra la luz como en la parte superficial e incluso en la filésfera. Si
bien las tasas de fijacidn presentaron poca variabilidad entre las estaciones de
muestreo, los sedimentos en las estaciones mas internas, donde el N proveniente
desde el océano adyacente es escaso, presentaron las tasas mas elevadas. Las
tasas de fijacion mas bajas se midieron en la estacion donde la actividad ostricola
es mayor y donde se han observado altas tasas de desnitrificacion. La
contribucion de las bacterias epifitas a la fijacion bentonica (sedimentos+filosfera)
en BSQ fue unicamente de ~ 7 %. A continuacion discutimos sobre los posibles
controles de las tasas de fijacidn bentonica de N, en BSQ durante nuestro estudio
y al final hacemos una estimacidén de la posible contribucion de este proceso al

requerimiento de N de Z. marina y al balance de N en la laguna.

6.1 Contribucion de los diferentes grupos de diazétrofos

La similitud en las tasas de fijacion de N2 entre los experimentos con luz y en
oscuridad y la similitud de las tasas entre los experimentos +Mo y sin Mo, sugieren
que los heterotrofos fueron el grupo funcional con mayor contribucion a las tasas
de fijacién en Bahia San Quintin. Esto implica que, al menos para nuestro periodo
de muestreo que fue en invierno, las cianobacterias fotosintéticas fijadoras de N
en las zonas iluminadas (sedimentos superficiales y filosfera) y las bacterias
sulfatoreductoras, presentaron en general, baja o nula actividad de fijacion. Si bien

son pocos los estudios que han caracterizado los grupos funcionales que

93



contribuyen a la fijacion de N2 en praderas de pastos marinos de clima templado,
algunos de estos estudios también reportan que las bacterias heterétrofas pueden
ser las principales fijadoras (Cole and McGlathery, 2012; McGlathery et al., 1998).
Sin embargo, en algunos sitios se ha medido (Welsh et al., 1996a) o se ha inferido
(Russell et al., 2016) que las sulfatoreductoras pueden contribuir con un alto
porcentaje de la fijacion sedimentaria. A pesar de su aparente importancia en la
fijacion de N2 en habitats bentdnicos marinos, incluyendo las praderas de pastos,
a diferencia de las cianobacterias y las bacterias sulfatoreductoras, el grupo
funcional de los fijadores heter6trofos no ha sido caracterizado detalladamente.

Es importante mencionar que en nuestro estudio, asi como en el de Cole y
McGlathery (2012), la conclusion de que son los heterotrofos el grupo funcional
dominante de la fijacion en los sustratos iluminados (sedimentos superficiales y las
hojas de los pastos), se basa en el supuesto que las cianobacterias fijadoras
fotoautotrofas unicamente contribuirian a la fijacion en los tratamientos con luz. Sin
embargo, no se puede descartar la contribucién de las cianobacterias a la fijacion
en los tratamientos en la oscuridad, ya que se sabe que algunas cianobacterias
unicelulares y algunas filamentosas (con y sin heterocistos) tienen la capacidad de
fijar N durante la noche (Bergman et al., 1997; Severin and Stal, 2008). Gracia-
Escobar et al. (2014) caracterizaron la comunidad fitoplanctonica en una estacion
en Bahia Falsa y reportaron que las cianofitas filamentosas son dominantes
durante el reflujo de la marea, lo que sugiere que éstas son resuspendidas desde
los sedimentos del interior de la laguna. Es necesario determinar si estas

cianobacterias son diazotrofas bentdnicas vy si fijan N2 durante el dia o la noche.
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La contribucion de las bacterias sulfatoreductoras a la fijacion de N2 fue baja en la
mayoria de las estaciones (entre el 0 y el 15%). En otros sitios con presencia de Z.
marina también se ha observado que las bacterias sulfatoreductoras contribuyen
poco (<25 %) a las tasas de fijacidn total (Cole and McGlathery, 2012; McGlathery
et al, 1998), lo cual ha sido asociado a sedimentos arenosos con baja
concentracion de materia organica (<2 %). En general, los sedimentos de BSQ
presentan muy bajo contenido de arcillas (<3 %); en las zonas mas dinamicas
(estaciones OUT y o0-BF) los sedimentos son arenosos y con bajo contenido de C
(<1 %), mientras que en las estaciones internas predominan los lodos limosos
(Daessle et al., 2009) con contenidos de Coy sedimentario ligeramente mayores
(Fig. 11.9a). El tamafio de grano y la hidrodinamica parecen limitar la acumulacién
de carbono organico en los sedimentos de la laguna, lo que aparentemente limita
la sulfatoreduccion. Sin embargo, en la estacion bSQ donde los sedimentos
estuvieron compuestos principalmente por limos y donde el contenido de Cog fue
mayor a 1 %, las bacterias sulfatoreductoras contribuyeron con ~40 % a las tasas
de fijacion de Ny, similar a la contribucion reportada en sitios con alto contenido de
materia organica sedimentaria (Capone, 1982; Fulweiler et al., 2013; Welsh et al.,
1996b). También en uno de los nucleos CV de la estacion i-BF se midieron altas
tasas de fijacion asociada a bacterias sulfatoreductoras, lo que probablemente
refleja que las comunidades bacterianas pueden estar distribuidas de manera
heterogénea en los sedimentos, formando microzonas con altas biomasas
cercanas a las raices y rizomas con alta disponibilidad de carbono organico labil

(O’Donohue et al., 1991).
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6.2 Tasas de fijacion de N en los sedimentos

Las tasas de fijacion en los sedimentos de BSQ medidas en este estudio (de 167 a
288 pmol m? d') se encuentran dentro del rango reportado para los sedimentos
de otros sitios templados con praderas de pastos (Capone, 1982; Cole and
McGlathery, 2012; Cook et al., 2015; McGlathery et al., 1998; Welsh et al., 1996a),
sin embargo, al compararlos con mediciones realizadas unicamente durante el
invierno, nuestros resultados son relativamente altos. Por ejemplo, McGlathery et
al. (1998) reportaron tasas entre 86 y 193 umol m? d”' para sedimentos en
praderas de Z. marina en Limfjord, Dinamarca, mientras que Welsh et al. (1996a)
reportaron tasas entre 7.1 y 14.3 ymol m2d’ para praderas de Z.noltii en Bassin
d’Archachon, Francia.

Es de notar, sin embargo, que el intervalo de valores que medimos es
relativamente estrecho, indicando que hubo poca variabilidad espacial en las tasas
de fijacion de N incluyendo en la vertical dentro de un mismo nucleo, dentro y
fuera de las praderas en cada uno de los sitios, asi como entre sitios a lo largo de
la laguna. Es posible que la poca variabilidad espacial de las tasas de fijacién esté
relacionada con las bajas biomasas y el escaso crecimiento de Z. marina durante
los meses de invierno. En BSQ, los pastos marinos presentan tasas maximas de
crecimiento y maxima biomasa en primavera-verano y las minimas en invierno
(Cabello-Pasini et al., 2003; Poumian-Tapia and Ibarra-Obando, 1999). Se ha
observado que la tendencia temporal de las tasas de fijacion en praderas de
pastos marinos esta relacionada con la variabilidad en el metabolismo de los

pastos en zonas templadas, con mayores tasas en la temporada de mayor
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crecimiento y menores tasas en invierno(McGlathery et al., 1998; Welsh, 2000). La
explicacion a esta relacion ha sido que en los periodos mas productivos los pastos
exudan mayores cantidades de C organico labil a través de las raices y rizomas,
favoreciendo asi la actividad de las bacterias heterotrofas (Moriarty et al., 1986;
Welsh, 2000), grupo que aparentemente fue el principal contribuyente a la fijacion
total de N2 en nuestro sitio de estudio.

La baja productividad y la baja biomasa de los pastos en invierno también podria
explicar que no se observaran diferencias significativas entre las tasas de fijacion
en los sedimentos dentro y fuera de las praderas. Por ejemplo, Russell et al.
(2016) observaron que las tasas de fijacidon de N, en praderas de Z. muelleri, un
pasto tropical, fueron mas bajas en el invierno, y fueron similares en sedimentos
dentro y fuera de las praderas en tanto que la fijacion fue mayor dentro de las
praderas en los meses mas productivos. Por otro lado, Cole y McGlathery (2012)
observaron tasas de fijacién similares dentro y fuera de praderas jovenes (entre 2
y 3 afios de haberse establecido y con densidad <100 haces m?) de Z. marina en
tanto que en praderas maduras (7 a 8 afios y densidad >400 haces m™) la fijacién
fue mayor dentro de las praderas. Estos autores sugieren que la densidad de
haces puede jugar un papel importante en el control de las diferencias de las tasas
de fijacion dentro y fuera de las praderas. En BSQ, la densidad de haces en las
estaciones muestreadas, reportada para la temporada invernal, varia entre 170 y
300 haces m?, una densidad probablemente baja para inducir diferencias en las
tasas de fijacion dentro y fuera de las praderas. Cabe mencionar que en las
estaciones OUT y bSQ se presentaron tasas de fijacion ligeramente mayores en

los sedimentos SV; en el caso de bSQ, dichos sedimentos también tuvieron un
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ligero mayor contenido de Cl-a. Ya que el contenido de Cl-a es considerado como
un indicador de la biomasa de microalgas bentonicas, una mayor fijacion en
sedimentos sin pastos que en praderas adyacentes probablemente sugiere que
cianobacterias fijadoras de N, estan contribuyendo a la fijacion en sedimentos SV
(Nagel, 2004; Russell et al., 2016).

La unica estacion en donde las tasas de fijacion fueron significativamente mas
bajas que en el resto de las estaciones fue en 0-BF; en esta estacién también se
observaron los valores mas altos de 3'°N de las hojas de los pastos (Fig. 11.9e). En
otros estudios (Sandoval-Gil et al., 2015 y datos no publicados) también hemos
observado que los valores maximos de &'°N en Z. marina se observan en esta
estacion, sugiriendo que la desnitrificacion es un proceso intenso que domina
sobre la fijacion de N,. En esta estacion ocurre el impacto mas directo de la
ostricultura en los sedimentos a través de los aportes de heces y pseudoheces
(Sandoval-Gil et al., 2016), como lo reflejan las bajas razones Coy/N sedimentario.
En diversos estudios se ha demostrado que los ostricultivos aportan una gran
cantidad de materia organica labil a los sedimentos, proveniente de las heces y las
pseudoheces (Newell et al., 2005) y que dichos aportes intensifican el proceso de
desnitrificacion (Kellogg et al., 2014). Se puede suponer entonces que la
desnitrificacion puede ser dominante en los sedimentos de esta zona,
posiblemente limitando la actividad de los diazotrofos. Sin embargo, es necesario
realizar estudios para entender la interaccion entre las bacterias desnitrificadoras y
los diazotrofos y cuales son las posibles causas que limitan o intensifican la

actividad de ambos grupos.
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6.3 Tasas de fijacion de N en la filésfera

Solo una pequeiha fraccion (~7 %) de las tasas de fijacion bentonica
(sedimentos+filésfera) en BSQ puede ser atribuida a las epifitas., como se ha
reportado para otros sitios con Zostera spp. en zonas templadas en invierno
(McRoy et al., 1973; Welsh, 2000). Las tasas de fijacion en la filosfera fueron bajas
(<13 pmol m? d™) comparadas con las tasas medidas en praderas de Z. marina
durante el verano, donde se han encontrado valores hasta dos ordenes de
magnitud mayores que las tasas mas altas reportadas en éste estudio (Cole and
McGlathery, 2012; Reynolds et al., 2015). Similar a los sedimentos, uno de los
factores que estimulan las tasas de fijacidon en la filésfera es el C labil exudado por
los pastos, en este caso a través de las hojas (Capone et al., 1979). Uno de los
principales factores que afectan la variacion de la fijacion en la filosfera es la
cantidad de epifitas en las hojas (Reynolds et al., 2015). Aunque en este trabajo
no se midio la cantidad las epifitas, a simple vista no se notaron diferencias entre

las hojas 2 y 4 de un mismo haz, ni entre las hojas de diferentes praderas.

6.4 Contribucion de la fijacion de N a la demanda de N de Z. marina

Utilizado la informacién de la demanda especifica de N (umol g h™) y de la
biomasa de Z. marina para el periodo de invierno reportada por Sandoval-Gil et al.
(2015), se calculé una demanda de N de Z. marina por metro cuadrado de 114 a
238 pmol m? h™' (Tabla 11.1). Las tasas de fijacion obtenidas en el presente estudio
(filésfera+sedimento) fueron de 9.5 a 13.0 ymol m2 h™" de N, por lo que la fijacion
de N potencialmente aportaria entre 5 y 10% del N requerido por Z. marina en

BSQ, similar a lo reportado para otros sistemas (5-12%) (McGlathery et al., 1998;
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Welsh et al., 1996a). El porcentaje de contribucion fue mayor en la parte mas
interna de BF en concordancia con los valores mas bajos de 3'°N en hojas de Z.
marina observados en la estacion i-BF en el presente estudio y en estudios
previos (Sandoval-Gil et al., 2015; Hernandez-Lépez datos no publicados). Los
valores de 3'°N de las plantas acuaticas disminuyen con el consumo de N
proveniente de la fijacion de N, ya que la composicion de la fuente, el N
atmosférico, es cercana a 0 %o (Sharp, 2007).

Tabla II.1 Valores de la biomasa, la demanda, la tasas de fijacion de N y la
contribucion de la fijacidn de N para Z. marina.

Biomasa* Demanda de N* Demanda de N Fijacion de N Contribucion

(@PSm?) (umolgPS'h™") (umolm?h™") (umolm?h™) (%)
i-BF 178 0.7 125 12.5 10.8
o-BF 229 0.5 114 9.5 8.4
ouT 199 1.2 238 11.5 4.8
bSQ 242 0.8 194 10.7 5.5

* Valores obtenidos de Sandoval-Gil et al. (2015)

6.5 Contribucion de la fijacion como fuente de N en BSQ

Finalmente, realizamos un calculo para estimar el papel de la fijacion de Nz en el
balance de N en BSQ para probar el supuesto de que este proceso es poco
importante (Camacho-Ibar et al., 2003). De acuerdo con Ward et al. (2003) el area
que cubren los pastos marinos, las planicies lodosas y los canales en BSQ es de
20.7, 8.9 y 8.5 km?, respectivamente. La tasa promedio de los cuatro sitios dentro
de las praderas (sedimentos+fildsfera) fue de 266 + 34 pmol m? d' y para
sedimentos sin vegetacion fue de 266 + 98 umol m? d™'. Prorrateando estas tasas
por el area superficial de cada habitat resulta en aportes al sistema por fijacion de
N por fijacién de N, de 5.5+0.7 x10° mol d™' en el &rea cubierta por Z. marina, en
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las planicies lodosas fue de 2.4+0.8 x10° mol d” y en los canales de 2.3+0.8 x10°
mol d”', resultando en un aporte total de 10.1+2.4 x10° mol d™* (0.26 + 0.06 mmol
m2d™").

Utilizando un modelo de balance de masas (el modelo de LOICZ), Camacho-Ibar
et al. (2003) calcularon un aporte de NID (nitrato+amonio) por adveccion desde el
océano durante el invierno de 2.2x10°> mol N d™" y un aporte del flujo por mezcla
ocasionado por la marea de 86x10% mol N d™', para un aporte oceanico total de
88x10° mol N d™". Nuestros resultados muestran que la fijacion equivale a ~12% de
los aportes de NID provenientes desde el océano (Fig. 11.10). Con el mismo
modelo, estos autores calcularon que la diferencia entre la fijacion y la
desnitrificacion (Nfix-denitr en la terminologia del modelo; ver detalles en
Camacho-Ibar et al., 2003) en invierno fue de -0.7 mmol m? d™' por lo que con
nuestro calculo de fijacién podemos estimar una desnitrificacién de 1.0 mmol m™
d" que corresponde a 38x10° mol N d™. En resumen, nuestros calculos indican
que durante el invierno, la fijacion de N, puede equivaler a la tercera parte de las

pérdidas de N por desnitrificacién.
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Fijacionde N Desnitrificacion
(10) (38)

BSQ
Adveccion —— _ Reflujo
(2) tRemineralizacion (43)

-Asimilacion

Flujo de marea 5
(86) (-17)

Figura 11.10 Flujos que aportan o remueven NID de BSQ, los numeros entre
paréntesis corresponden a los valores de los flujo de NID y estan dados en x10°
mol N d”', para detalles de los valores revisar el texto. Las flechas indican la
direccién del flujo entre el océano/atmésfera y BSQ. El los procesos internos en
simbolo + representa adicion y el — remocion de NID del sistema.

Como se ha observado claramente en otros estudios (McGlathery et al., 1998;
Welsh, 2000), es muy probable que durante la temporada de maximo crecimiento
de Z. marina (primavera y verano) en BSQ, la fijacion sea mayor que durante el
invierno en los sitios con presencia de pastos marinos, aportando una cantidad de
N notablemente mayor que la que encontramos en éste trabajo. Por lo anterior,
consideramos importante realizar mediciones de las tasas de fijacion de N2 a lo
largo de todo el aino, incluyendo la medicion simultanea de variables relacionadas
con la fenologia de los pastos marinos y tasas de desnitrificacion, que nos

permitan evaluar la contribucion de éste proceso tanto en el reservorio de N en la
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laguna, como su contribucion para los pastos marinos y posiblemente para otros

productores primarios como el microfitobentos.
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Conclusiones generales

a)

b)

d)

f)

Las diferencias en la composicidon isotopica entre Z. marina y Ulva spp.
pueden estar asociadas con diferencias fisiologicas que ocasionan
variaciones en el fraccionamiento del C y del N durante la captacion y la
asimilacion.

El enriquecimiento de "°N encontrado en la mayoria de los tejidos de Z.
marina y Ulva spp. en BSQ con respecto al nitrato oceanico, sugiere que
hay un enriquecimiento del reservorio de N disponible dentro de la laguna
asociado a los procesos de nitrificacién-desnitrificacion acoplados llevados
a cabo en los sedimentos.

La contribucion de la fijacion de N» para la demanda de N de Z. marina es
mayor en las zona mas interna de BF, lo cual fue corroborado tanto con las
mayores tasas de fijacién como con el decremento de los valores de 5'°N
en los tejidos foliares.

La mayor parte de la contribucion a las tasas de fijacion de N, es realizada
en los sedimentos por bacterias heterétrofas.

Aunque la desnitrificacion es el proceso dominante al interior de BSQ, la
fijacion de N2 no debe ser considerada despreciable, pues en invierno la
produccion de N por fijacion puede representar casi una tercera parte del N
que se pierde via desnitrificacion.

Es probable que durante primavera-verano cuando Z. marina presenta las
maximas tasas de crecimiento y maxima biomasa, las tasas de fijacion
puedan ser mayores. Por lo que se recomienda tener una mejor resolucion

temporal para poder determinar de manera fehaciente que tan importante
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es la fijacion de N en BSQ, tanto a nivel ecosistema como para los

productores primarios.
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Anexo |

Pair-wise test for %C for Time x Location (level Time)

E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 ES8 E9

Groups t p(MC) t p(MC) t p(MC)| T p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC)
F-13,M 1.354 0.244 | 1413 0.237 | 6.016 0.004 | 0.930 0.404 | 4.745 0.009 |2.427 0.075

F-13,My | 3.060 0.036 | 4.809 0.009 | 13.068 0.000 |1.186 0.301 |10.515 0.001 |5.306 0.006

F-13,Jn 2271 0.086 | 5.133 0.007 | 1.872 0.136 [0.785 0.466 | 4.029 0.016 |0.924 0.405

F-13,Au | 0.416 0.702 | 1.693 0.171 | 0.159 0.878 |{0.110 0.916 | 3.492 0.026 |0.135 0.903

F-13,0 2231 0.091 | 1.401 0.230 | 0.077 0.941 | 0.323 0.767 | 2.045 0.104 |1.861 0.131

F-13,D 2.699 0.057 | 2.697 0.055 | 2.467 0.070 |0.390 0.716 | 2.442 0.074 |1.001 0.375

F-13,F-

14 0.061 0.952 | 4.530 0.009 | 1.691 0.162 |2.380 0.076 | 3.891 0.018 |2.805 0.053

M,My 3.594 0.022 | 2.860 0.043 |11.668 0.001 [0.079 0.944 | 3.305 0.030 |1.446 0.232 | 1.117 0.331 |1.449 0.224 | 2.094 0.100
M,Jn 1.746 0.159 | 1.939 0.126 | 0.746 0.497 |2.420 0.072 | 2.736 0.054 |1.796 0.147 | 1.615 0.179 [0.285 0.796 | 0.038 0.971
M,Au 3.272 0.028 | 0.302 0.771 | 3.833 0.018 [1.473 0.217 | 1.791 0.149 |2.669 0.055 | 2.411 0.075 |3.927 0.019 | 1.335 0.252
M,O 2.057 0.106 | 0.138 0.894 | 1.966 0.121 |1.595 0.192 | 2.521 0.063 |1.750 0.159 | 0.208 0.850 [4.379 0.014 | 0.833 0.457
M,D 3.757 0.018 | 0.381 0.716 | 0.073 0.944 [0.940 0.401 | 1.797 0.145 |2.013 0.115 | 1.348 0.255 |9.387 0.001 | 0.530 0.620
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M,F-14 4757 0.008 | 4901 0.008 | 3.031 0.041 [ 4.310 0.013 | 7.078 0.002 {4.298 0.011 | 4.748 0.010 |8.580 0.001 | 1.444 0.226
My,Jn 0.341 0.752 | 2.051 0.110 | 2.634 0.055 |4.995 0.007 [29.460 0.000 |4.443 0.012 | 2.660 0.055 |0.988 0.384 | 2.633 0.057
My,Au 6.223 0.003 | 4.092 0.014 |10.787 0.001 |2.623 0.060 | 7.101 0.002 |6.705 0.003 | 3.137 0.034 (4.382 0.012 | 5.641 0.004
My,O 1.652 0.174 | 2.444 0.073 | 7.188 0.002 |2.436 0.067 | 6.687 0.002 |5.362 0.005 | 0.977 0.384 {4.703 0.011 |11.311 0.001
My,D 1.193 0.298 | 3.477 0.025 | 6.880 0.003 | 1.997 0.123 | 5.144 0.007 |5.273 0.007 | 2.590 0.063 |[7.235 0.002 | 6.629 0.003
My,F-14 | 7.170 0.001 | 9.286 0.001 | 6.587 0.003 |7.841 0.001 |10.168 0.001 |7.315 0.002 | 5450 0.006 |7.893 0.002 | 7.463 0.002
Jn,Au 2495 0.066 | 4914 0.006 | 1.873 0.129 |1.458 0.218 | 0.627 0.567 [1.139 0.321 | 1.435 0.222 |2.435 0.071 | 1.647 0.179
Jn,0 1.039 0.361 | 1.452 0.223 | 1.619 0.182 |0.693 0.525 | 0.847 0.440 [0.542 0.610 | 0.784 0.480 [2.024 0.115 | 1.147 0.309
JnD 0.794 0.469 | 3.863 0.017 | 0.717 0.510 |3.338 0.029 | 0.031 0.979 |0.116 0.919 | 0.897 0.414 [2.620 0.057 | 0.727 0.511
Jn,F-14 2.838 0.047 |33.092 0.000 | 2.575 0.062 |3.996 0.019 | 6.601 0.003 |3.598 0.023 | 3.501 0.027 |3.743 0.018 | 1.844 0.141
Au,0 5.052 0.008 | 0.428 0.689 | 0.162 0.879 [0.360 0.736 | 1.056 0.355 |8.128 0.002 | 1.683 0.166 |0.905 0.408 | 1.162 0.312
Au,D 9.889 0.000 | 1.289 0.269 | 2.272 0.086 |1.079 0.340 | 0.369 0.726 [1.591 0.185 | 2.003 0.114 |0.617 0.580 | 1.441 0.224
Au,F-14 | 3.244 0.032 | 10.172 0.000 | 1.567 0.193 |4.496 0.009 | 6.271 0.003 |3.614 0.023 | 0.177 0.874 [0.935 0.396 | 0.013 0.991
Oo,b 0.866 0.445 | 0.153 0.887 | 1.543 0.195 |1.219 0.294 | 0.533 0.627 |1.108 0.340 | 0.479 0.657 |0.667 0.544 | 0.788 0.466
O,F-14 6.206 0.004 | 4.292 0.013 | 1.504 0.210 |3.177 0.035 | 5.199 0.007 |5.002 0.007 | 2.368 0.078 |2.619 0.061 | 1.616 0.181
D,F-14 11.528 0.000 | 13.782 0.000 | 2.717 0.055 |6.651 0.003 | 5.392 0.006 |4.028 0.016 | 11.542 0.001 [3.028 0.038 | 1.842 0.140
Pair-wise test for %N for Time x Location (level Time)
E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9
Groups t p(MC) t p(MC) t p(MC)| T p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC)
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0.929

0.367

0.283

0.242

0.257

0.690

0.586

0.497

1.017

7.492

8.266

8.614

5.115

4.206

2.422

5.648

5.764

6.305

3.815

2.940

1.587

1.437

0.011

1.1562

2.306

2.351

2.311

0.403

1.772

0.365

0.001

0.002

0.001

0.007

0.011

0.070

0.005

0.004

0.004

0.018

0.042

0.189

0.238

0.992

0.314

0.079

0.081

0.088

0.710

0.151

6.813

17.522

4.831

10.621

11.858

13.509

11.667

20.658

2.510

7.142

8.902

14.778

8.700

1.621

8.336

0.714

10.747

5.533

0.620

1.226

0.193

0.002

0.000

0.009

0.000

0.000

0.000

0.001

0.000

0.072

0.003

0.001

0.000

0.001

0.187

0.001

0.517

0.000

0.006

0.563

0.293

0.858

0.295

2.245

1.698

0.198

1.995

1.218

0.067

4.401

3.143

0.050

2.638

1.283

0.274

6.371

2173

0.184

0.443

1.543

2.056

4.680

3.010

0.786

0.094

0.166

0.851

0.112

0.294

0.952

0.010

0.038

0.959

0.058

0.269

0.799

0.003

0.096

0.861

0.673

0.202

0.111

0.010

0.040

2.839  0.046 |
18.596  0.000
4925 0.008
3570  0.024
22.517  0.000
6.935 0.003
12.962  0.000
4068 0.018
0.453 0.674
0.049  0.963
3.720 0.019
1.018  0.368
3.090 0.039
5.014  0.006
4857 0.008
1202 0.295
4876  0.007
1653  0.170
0.461 0.667
4637 0.009
0.713 0516

1.045

6.286

3.539

10.026

13.083

4.397

1.310

1.793

0.628

1.659

1.909

0.172

0.256

2.015

0.566

0.080

3.720

3.186

2.040

2.647

1.040

0.350

0.003

0.022

0.001

0.000

0.011

0.260

0.151

0.572

0.166

0.131

0.877

0.811

0.117

0.603

0.938

0.021

0.035

0.113

0.055

0.362

2.571

0.838

2.096

1.823

1.806

2.557

1.710

1.097

0.972

1.774

0.449

1.097

0.915

0.734

0.063

0.450

0.106

0.140

0.143

0.061

0.164

0.333

0.389

0.151

0.671

0.332

0.410

0.499

5.217

1.933

0.650

1.977

1.617

1.578

1.524

3.887

3.732

14.434

5.236

1.319

0.592

3.421

0.007

0.127

0.554

0.118

0.178

0.190

0.207

0.017

0.020

0.000

0.007

0.256

0.584

0.027

4.548
1.367
1.263
1.443
0.756
1.153
6.661
8.292
4.644
12.627
7.788
0.265
0.259

1.395

137

0.010

0.241

0.275

0.222

0.494

0.315

0.002

0.001

0.011

0.000

0.002

0.804

0.809

0.241



Jn,F-14 0.426 0.693 |1.916 0.128 | 0.006 0.996 | 1.121 0.330 | 3.536 0.026 1.371 0.242 {1594 0.187 1.024 0.370 | 0.420 0.695
Au,0 2.348 0.076 | 1.279 0.275 | 4.169 0.016 | 1.890 0.129 | 4495 0.011 1.087 0.346 | 0.077 0.945 1.086 0.335 | 0.489 0.659
Au,D 2.333 0.079 | 2.585 0.061 1.827 0.142 | 1.082 0.345 1.128 0.329 | 5584 0.004 | 0.918 0.421 2.276  0.078 1.263 0.278
Au,F-14 0.096 0.930 | 2.479 0.066 1.835 0.143 | 0.217 0.832 | 3.614 0.023 | 3.384 0.027 | 0.897 0.426 | 0.654 0.557 | 0.184 0.863
Oo,D 0.557 0.611 | 0.947 0.391 3.620 0.024 | 0.486 0.661 4478 0.013 | 7.803 0.002 | 0.499 0.643 | 5.387 0.006 1.372 0.243
O,F-14 4842 0.008 | 1.381 0.240 | 2.745 0.053 [ 1501 0.206 | 0.882 0.434 | 3.917 0.017 [ 0.729 0.500 | 0.682 0.536 | 0.610 0.574
D,F-14 3.369 0.027 | 0.665 0.535 | 0.695 0.527 |1.014 0.370 | 3.147 0.034 | 0.795 0471 |1.994 0.117 | 5.804 0.004 | 0.965 0.391
Pair-wise test for 5'°C for Time x Location (level Time)
E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9
Groups t p(MC) t p(MC) t p(MC) T p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC)
F-13,M 2.077 0.105 |1.982 0.118 | 4.573 0.010 | 0.406 0.707 |0.568 0.603 | 0.870 0.428
F-13,My |3.451 0.023 |2.989 0.039 | 16.965 0.000 (1.737 0.159 |2.600 0.055 | 2.018 0.107
F-13,Jn 3.654 0.023 |2.319 0.084 |10.849 0.001 |1.748 0.153 [6.301 0.004 | 1.110 0.325
F-13,Au 2419 0.072 |6.563 0.002 | 6.210 0.003 |0.510 0.631 [0.678 0.536 | 0.058 0.956
F-13,0 1444 0.227 ({0.028 0.977 | 1.394 0.237 |4.484 0.012 | 3.783 0.021 | 4138 0.013
F-13,D 1.215 0.290 {2.900 0.043 | 32.585 0.000 |2.701 0.054 |1.696 0.167 | 1.734 0.159
F-13,F-14 {4163 0.016 | 0.459 0.672 | 3.848 0.021 | 0.487 0.653 |1.303 0.269 | 0.446 0.691
M,My 0.610 0.577 |0.446 0.674 | 7426 0.002 |1.862 0.136 |2.186 0.091 | 0.560 0.606 |0.008 0.993 [3.178 0.035 [1.686 0.166
M,dn 2.184 0.097 (0.788 0472 | 7.169 0.002 |2.643 0.059 [5.914 0.004 | 0.254 0.802 |1.287 0.261 |1.682 0.169 |0.103 0.922
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M,Au
M,O
M,D
M,F-14
My,dn
My,Au
My,O
My,D
My,F-14
Jn,Au
Jn,0
Jn,D
Jn,F-14
Au,O
Au,D
Au,F-14
Oo,b
O,F-14

D,F-14

0.288

0.382

2.377

3.277

1.868

1.048

1.005

3.308

4.744

2.506

2.423

3.828

4.344

0.159

2.502

3.946

1.887

2.622

0.414

0.781

0.721

0.079

0.030

0.136

0.358

0.372

0.028

0.008

0.065

0.072

0.016

0.012

0.878

0.066

0.020

0.128

0.059

0.695

4.255

1.264

3.376

1.647

0.489

4.152

1.725

4.607

2124

2.906

1.772

3.307

2.091

4.930

7.577

5.227

1.157

0.359

0.652

0.013

0.265

0.029

0.178

0.651

0.014

0.166

0.010

0.101

0.042

0.149

0.029

0.111

0.008

0.002

0.007

0.310

0.747

0.548

4.602

2.606

0.884

0.643

2.467

1.796

5.343

12.550

4.992

0.342

6.138

8.743

5.790

5.272

5.081

4.059

2.456

2.798

1.368

0.011

0.062

0.428

0.561

0.064

0.148

0.006

0.000

0.008

0.763

0.002

0.001

0.005

0.006

0.007

0.015

0.071

0.049

0.244

0.296

5.868

4.278

1.069

3.319

1.106

2.358

0.335

2.204

2.088

6.104

4.668

1.294

3.487

1.715

0.954

2.901

5.035

3.348

0.777

0.004

0.011

0.351

0.030

0.340

0.078

0.762

0.096

0.103

0.002

0.011

0.265

0.025

0.162

0.391

0.043

0.006

0.030

1.058

4.236

1.206

0.747

3.409

2.643

5.126

1.076

1.605

5.824

8.439

4.688

5.347

1.957

1.879

1.569

4.736

4.773

0.534

0.356

0.014

0.296

0.496

0.026

0.059

0.006

0.338

0.184

0.004

0.001

0.010

0.006

0.123

0.128

0.195

0.008

0.009

0.618

0.443

3.393

0.067

0.448

0.217

0.836

6.643

0.908

1.246

0.614

3.417

0.273

0.701

1.454

0.544

0.168

11.626

3.594

0.780

0.680

0.029

0.951

0.682

0.839

0.458

0.003

0.414

0.276

0.579

0.026

0.799

0.516

0.227

0.617

0.877

0.000

0.021

0.487

4.415

1.850

3.020

0.948

1.273

4.395

1.798

2.946

0.946

3.384

0.051

0.928

0.085

3.733

3.090

2.816

1.442

0.128

0.527

0.013

0.144

0.039

0.395

0.276

0.011

0.144

0.041

0.400

0.029

0.962

0.412

0.938

0.024

0.036

0.050

0.221

0.908

0.632

1.347

1.779

2.015

1.884

0.966

4.805

0.793

0.467

4.603

2114

0.332

0.714

2.349

2.372

2.924

0.724

0.448

2.661

3.241

0.255

0.141

0.114

0.135

0.385

0.010

0.481

0.665

0.010

0.102

0.759

0.518

0.080

0.076

0.042

0.508

0.674

0.057

0.032

0.368

1.086

0.137

1.707

6.659

3.802

0.232

3.672

0.585

1.203

1.655

0.531

2.806

1.113

0.459

2.119

1.317

0.557

2.310

0.733

0.346

0.898

0.162

0.002

0.018

0.827

0.020

0.597

0.290

0.169

0.617

0.046

0.327

0.669

0.104

0.255

0.607

0.082

139



Pair-wise test for 5'°N for Time x Location (level Time)

E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9
Groups t p(MC) t p(MC) t p(MC) T p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC)
F-13,M 2.762 0.050 |0.905 0.414 |3.867 0.017 | 1.339 0.251 | 0.012 0.992 |1.989 0.116
F-13,My |3.207 0.032 |0.064 0.953 |5.382 0.006 | 5.342 0.005 | 8.224 0.002 |3.226 0.031
F-13,Jn  |0.826 0.457 |0.281 0.794 |3.262 0.029 | 4.292 0.013 | 9.323 0.001 (2.606 0.058
F-13,Au |2.817 0.047 | 1.747 0.154 |2.283 0.082 | 6.657 0.003 | 1.818 0.145 |3.703 0.020
F-13,0 2.336 0.077 |2.754 0.052 |3.310 0.028 | 4.258 0.015 |14.600 0.000 |4.185 0.014
F-13,D 0.254 0.812 |0.694 0.525 |2.635 0.058 | 0.991 0.377 | 2.226 0.088 |3.304 0.030
F-13,F-14 |0.835 0.461 |2.914 0.047 (3.694 0.022 | 2.887 0.045 |14.091 0.000 [2.299 0.083
M,My 0.032 0.975 [1.679 0.172 |1.152 0.316 | 8.320 0.002 | 3.275 0.029 |0.632 0.557 |3.839 0.019 | 7.632 0.002 |4.654 0.009
M,Jn 1.436 0.226 |0.697 0.532 {1.949 0.119 | 8.650 0.001 | 2.566 0.060 |0.656 0.554 |3.493 0.025 | 4.038 0.015 |0.228 0.826
M,Au 0.157 0.882 [2.075 0.103 |2.942 0.045 |15.499 0.000 | 1.483 0.211 |1.096 0.333 |0.634 0.557 | 7.356 0.002 |6.780 0.003
M,0 1.390 0.236 (2.494 0.064 |1.129 0.323 | 6.503 0.003 | 3.814 0.018 [1.742 0.161 |4.209 0.016 | 19.519 0.000 |2.967 0.041
M,D 3416 0.028 [1.138 0.320 |1.113 0.321 | 2.640 0.056 | 1.437 0.230 |0.633 0.564 |2.076 0.109 |26.403 0.000 |6.238 0.003
M,F-14 3.488 0.026 |3.485 0.024 |[0.294 0.777 | 4.047 0.016 | 3.652 0.023 |0.737 0.501 [1.060 0.352 | 6.214 0.003 |3.697 0.019
My,Jn 1.587 0.189 |0.486 0.656 [9.825 0.001 | 2.187 0.091 | 1.779 0.152 |0.252 0.815 |0.799 0.469 | 0.495 0.649 |1.544 0.190
My,Au 0.202 0.851 |1.785 0.153 |7.891 0.001 | 0.514 0.633 | 0.707 0.512 |1.061 0.344 |0.368 0.731 | 1.991 0.116 [0.718 0.508
My,O 3.911 0.018 |3.473 0.024 (0.766 0.481 | 0.704 0.513 | 0.770 0.493 |2.161 0.094 |1.233 0.280 | 6.797 0.002 (1.171 0.315
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My,D 4770 0.009 |0.713 0.517 |2.315 0.077 | 4.392 0.012 | 1.816 0.144 |0.049 0.963 |3.548 0.026 | 9.214 0.001 |2.970 0.043
My,F-14 |7.511 0.002 |7.560 0.002 |1.623 0.175 | 0.829 0.451 | 0.429 0.690 [0.430 0.687 |0.657 0.550 | 0.554 0.599 |0.450 0.680
Jn,Au 1.403 0.235 |1.868 0.138 [2.245 0.079 | 3.059 0.039 | 0.090 0.934 |0.190 0.853 |0.203 0.849 | 0.862 0.444 |1.760 0.146
Jdn,O 0.866 0.436 [2.738 0.051 |1.940 0.117 | 1.128 0.318 | 3.410 0.030 |0.874 0.429 |1.889 0.138 | 2.843 0.046 |2.003 0.116
Jn,D 0.742 0.506 [0.851 0.436 |0.165 0.876 | 3.144 0.035 | 0.909 0.408 |0.278 0.797 |3.277 0.029 | 3.741 0.021 |2.736 0.053
Jn,F-14 0.350 0.751 |3.202 0.033 [1.627 0.184 | 0.443 0.684 | 2971 0.041 |0.215 0.840 |0.377 0.725 | 0.803 0.464 |1.667 0.168
Au,0 1.501 0.205 |2.854 0.048 [2.393 0.076 | 0.457 0.675 | 0.998 0.368 |1.409 0.231 |0.729 0.502 | 2.630 0.059 |0.948 0.397
Au,D 3.670 0.023 |1.073 0.348 [1.119 0.321 | 5.431 0.006 | 0.413 0.702 |1.366 0.248 |0.217 0.837 | 3.961 0.016 [2.772 0.050
Au,F-14 |4.030 0.015 [2.628 0.061 |2.681 0.053 | 0.645 0.547 | 0.878 0.421 [0.123 0.912 |0.011 0.993 | 2.344 0.077 |0.016 0.988
0,D 3.352 0.029 |2.243 0.086 [1.692 0.173 | 3.364 0.027 | 2.387 0.074 |2.459 0.071 |3.727 0.020 | 2.341 0.079 |0.537 0.620
O,F-14 4790 0.009 |1.130 0.324 |1.277 0.272 | 0.295 0.779 | 0.469 0.665 |0.380 0.722 |1.237 0.287 | 6.861 0.002 | 0.851 0.439
D,F-14 0.869 0.428 [1.938 0.123 |0.876 0.429 | 2.205 0.096 | 2.194 0.098 |0.450 0.680 |0.364 0.730 | 9.004 0.001 |2.113 0.103
Pair-wise test for %C for Time x Location (level Location)
F-13 M My Jn Au 0] D F-14

Groups t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC)

E1,E2 |0.375 0.725 |0.643 0.558 [0.592 0.592 |1.075 0.338 [0.632 0.562 |1.358 0.243 |4.429 0.011 [19.072 0.000

E1,E3 |0.211 0.851 [0.177 0.864 |3.228 0.031 |0.924 0.409 |0.749 0.496 [2.964 0.045 |2.696 0.054 | 1.430 0.225

E1,E4 |1.243 0.283 [2.099 0.102 |0.775 0.476 |2.013 0.109 |2.712 0.061 |0.862 0.448 |0.143 0.895 | 2.643 0.061
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E1, ES
E1, E6
E2, E3
E2, E4
E2, ES
E2, E6
E3, E4
E3, ES
E3, E6
E4, E5
E4, E6

E5, E6

0.336

0.989

1.124

1.713

1.295

2.024

1.359

0.387

1.544

1.255

0.668

1.265

0.751

0.374

0.321

0.160

0.263

0.114

0.251

0.714

0.197

0.278

0.540

0.281

2.085

2.399

0.754

2175

1.700

2.410

2124

2.717

2.442

1.330

0.114

1.578

0.105

0.073

0.495

0.091

0.164

0.070

0.103

0.054

0.072

0.261

0.915

0.200

0.186

2.898

1.669

0.822

1.878

2.346

5.865

0.709

1.281

2.278

3.657

0.865

0.045

0.175

0.454

0.136

0.081

0.004

0.522

0.268

0.086

0.021

1.752

1.348

0.114

3.733

7.201

0.901

1.113

0.752

0.327

1.290

1.299

0.730

0.156

0.246

0.915

0.020

0.002

0.416

0.321

0.482

0.766

0.272

0.257

0.513

4.729
5.256
1.015
2.039
2.382
1.632
2.756
3.510
2.931
0.613
1.321

1.502

0.008

0.006

0.367

0.113

0.074

0.176

0.051

0.024

0.041

0.574

0.265

0.208

2.450

0.576

0.717

0.465

0.148

1.230

1.335

1.359

3.131

0.490

0.682

3.165

0.074

0.598

0.518

0.663

0.890

0.296

0.254

0.242

0.036

0.642

0.543

0.035

3.179

2.402

0.442

3.237

0.547

1.336

2.196

0.026

0.639

2.452

1.806

0.699

0.032

0.072

0.686

0.033

0.617

0.247

0.092

0.982

0.550

0.071

0.145

0.532

3.524

1.861

1.493

2.969

1.913

2.029

0.044

0.416

0.024

0.706

0.021

0.547

0.021

0.138

0.209

0.041

0.127

0.105

0.967

0.698

0.982

0.512

0.986

0.604

E1,E7
E1, E8
E1, E9
E2, E7
E2, E8
E2, E9

E7,E8

1.780

6.816

0.969

1.629

3.851

1.189

3.576

0.156

0.002

0.396

0.175

0.017

0.301

0.023

0.587

2.038

4.804

1.040

0.950

2.875

2.610

0.584

0.109

0.008

0.362

0.402

0.046

0.062

1.699

0.112

0.490

2.717

1.422

0.517

2.309

0.163

0.917

0.648

0.056

0.229

0.634

0.082

0.011

0.466

0.107

0.302

0.173

0.116

0.363

0.992

0.667

0.922

0.774

0.873

0.918

0.740

0.326

1.276

1.786

0.896

0.540

0.630

0.562

0.760

0.271

0.152

0.425

0.622

0.551

0.606

4.676

5.565

1.262

1.974

0.226

1.490

3.027

0.008

0.006

0.282

0.111

0.834

0.221

0.042

2.079

0.070

0.829

20.093

6.925

4.963

0.772

0.106

0.944

0.462

0.000

0.003

0.008

0.482
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E7,E9 0.398 0.715 |5.383 0.007 |1.260 0.278 |0.094 0.924 |0.610 0.567 |0.618 0.572 | 0.313 0.773
ES8, E9 0.674 0.529 |2.639 0.060 |0.474 0.659 [0.215 0.841 |0.056 0.955 |1.486 0.214 | 0.686 0.535
Pair-wise test for %N for Time x Location (level Location)

F-13 My Jn Au o D F-14
Groups t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC)
E1,E2 [0.371 0.721 | 0.751 0.494 |0.797 0.474 |0.050 0.962 |2.036 0.109 [1.564 0.195 [2.804 0.047 |1.166 0.307
E1,E3 |0.376 0.727 | 9.068 0.001 |2.083 0.104 |0.037 0.972 |0.416 0.699 |0.560 0.610 |2.595 0.062 |2.234 0.089
E1,E4 [4.731 0.009 |15.960 0.000 |2.678 0.055 |0.482 0.655 [1.515 0.202 |1.971 0.123 |0.298 0.787 |1.060 0.349
E1,E5 |2.785 0.053 | 5.000 0.007 |3.333 0.024 |0.015 0.990 |0.520 0.636 |4.047 0.015 |1.470 0.224 |6.401 0.004
E1,E6 [2.196 0.095 | 1.625 0.178 |2.541 0.066 |0.245 0.816 |3.776 0.021 |5.591 0.004 |2.749 0.053 |0.542 0.613
E2,E3 |1.092 0.328 | 2.752 0.053 |1.367 0.234 |0.016 0.988 |3.624 0.022 (1.760 0.151 |1.524 0.205 |1.869 0.131
E2,E4 |6.298 0.003 | 6.237 0.003 |2.113 0.102 |2.227 0.093 [0.302 0.780 [2.544 0.058 |2.784 0.048 |1.628 0.190
E2,E5 [4.583 0.010 | 3.911 0.017 |2.921 0.042 |0.252 0.808 |[1.914 0.127 |3.037 0.039 |1.962 0.123 |3.343 0.028
E2,E6 |3.506 0.026 | 1.795 0.146 |2.063 0.109 |0.461 0.666 |3.224 0.029 |3.734 0.022 |0.931 0.406 |0.533 0.615
E3,E4 [6.883 0.003 |10.312 0.000 |1.955 0.127 |0.941 0.396 [1.795 0.143 |1.309 0.254 |2.403 0.070 |0.290 0.789
E3,E5 [6.456 0.003 | 2.708 0.057 |3.499 0.024 |0.100 0.928 |0.271 0.801 |2.168 0.098 |1.301 0.257 |4.783 0.008
E3,E6 [3.736 0.020 | 0.782 0.469 |1.523 0.212 |0.325 0.771 |7.047 0.002 |3.451 0.025 [ 0.991 0.373 [1.336 0.256
E4,E5 (4.141 0.014 | 1.477 0.208 |1.825 0.142 |1.376 0.243 [1.219 0.298 |0.177 0.862 |1.555 0.198 [1.397 0.238
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E4,E6 |4.241 0.013 | 0.784 0.477 (1.014 0.359 |[1.443 0.221 [2.440 0.073 |1.325 0.260 |2.613 0.057 |1.177 0.306
E5,E6 |1.072 0.345 | 0.205 0.845 [0.401 0.714 |0.532 0.624 [(4.179 0.014 |2.407 0.079 |1.655 0.176 |3.008 0.043
E1, E7 0.354 0.740 |0.202 0.853 |0.958 0.387 |0.195 0.857 |2.112 0.101 [4.095 0.016 |1.245 0.280
E1, E8 4505 0.009 [5.051 0.010 [1.060 0.343 |1.041 0.363 |0.706 0.515 |5.190 0.006 |3.348 0.029
E1, E9 0.807 0.468 |8.095 0.001 |0.178 0.865 |0.907 0.406 |0.307 0.776 [3.157 0.036 |0.837 0.446
E2, E7 0.710 0.510 |0.458 0.668 |1.854 0.133 |2.648 0.058 |0.455 0.680 [0.111 0.919 |1.666 0.165
E2, E8 3.727 0.021 {4936 0.008 |[1.899 0.130 |0.529 0.626 |1.773 0.149 [0.485 0.652 |2.520 0.060
E2, E9 1.043 0.350 |8.694 0.001 [0.319 0.767 |1.064 0.352 [0.687 0.526 |{0.344 0.746 |[1.494 0.204
E7,E8 2.109 0.102 |3.920 0.017 [2.665 0.054 |1.039 0.355 |2.243 0.087 |1.679 0.169 |[1.553 0.198
E7, E9 0.475 0.658 [6.286 0.003 |1.706 0.158 |0.911 0.413 |1.051 0.348 [0.406 0.704 |0.072 0.946
ES8, E9 1.006 0.375 |4.180 0.013 [1.364 0.246 |0.264 0.807 [0.629 0.560 |{1.393 0.238 [1.291 0.272
Pair-wise test for 5'°C for Time x Location (level Location)
F-13 M My Jn Au 0] D F-14
Groups t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC)
E1,E2 | 9.054 0.000 [0.896 0.421 |0.607 0.570 [1.320 0.260 |5.237 0.006 |0.295 0.778 [2.326 0.080 |3.430 0.099
E1,E3 | 9.519 0.001 {0.444 0.679 [3.198 0.031 [0.651 0.555 [4.214 0.014 |2.180 0.090 |2.683 0.057 |4.801 0.095
E1,E4 | 1.796 0.144 |0.728 0.513 [2.682 0.057 [1.137 0.315 |0.565 0.601 [4.099 0.014 [0.188 0.861 [3.745 0.101
E1,E5 | 0469 0.661 |1.610 0.192 |0.005 0.996 [0.902 0.409 |2.209 0.091 [4.070 0.015 [2.087 0.099 |3.044 0.102
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E1,E6 | 0.537 0.628 |0.846 0.447 |1.246 0.284 |2.433 0.072 |0.919 0.417 |4.346 0.012 |2.153 0.096 [1.595 0.295
E2, E3 [10.847 0.000 [2.089 0.103 |3.834 0.020 |3.401 0.027 |0.620 0.566 |2.605 0.062 |0.963 0.388 |[0.574 0.605
E2,E4 | 0.162 0.881 |2.696 0.052 |3.582 0.023 |0.197 0.853 |4.560 0.010 |5.205 0.009 |4.031 0.017 [0.708 0.505
E2,E5 | 3.554 0.024 |3.476 0.026 |0.492 0.647 |2.995 0.040 [6.379 0.003 |5.465 0.006 |0.515 0.632 [0.639 0.599
E2,E6 | 3.295 0.030 |1.810 0.142 |2.311 0.078 |1.775 0.149 |3.530 0.024 |6.434 0.003 |0.318 0.765 [1.161 0.302
E3,E4 | 2.194 0.088 |0.524 0.629 |5.754 0.005 |2.815 0.051 [4.079 0.016 |0.903 0.423 |4.898 0.010 [0.252 0.903
E3,E5 | 0.203 0.849 |1.888 0.126 |2.566 0.065 |0.485 0.653 |5.382 0.006 |0.608 0.572 |0.263 0.807 [1.335 0.298
E3,E6 | 0.056 0.957 |0.656 0.542 |5.533 0.005 [4.495 0.010 [3.524 0.031 |0.438 0.686 |1.195 0.291 [1.773 0.310
E4,E5 | 1.785 0.153 |1.636 0.175 |2.412 0.074 |2.635 0.057 |1.308 0.267 |0.539 0.631 |2.732 0.052 |[1.315 0.201
E4,E6 | 1.791 0.151 |0.438 0.678 |1.823 0.135 |1.818 0.140 |0.514 0.639 |1.022 0.359 |3.653 0.024 (1.720 0.200
E5, E6 | 0.092 0.933 |0.459 0.671 |1.062 0.346 |4.081 0.013 |0.378 0.721 |0.495 0.646 |0.639 0.555 |0.652 0.501
E1, E7 2226 0.092 [3.245 0.030 |2.702 0.054 [3.231 0.029 [ 0.499 0.648 |2.998 0.037 |1.490 0.212
E1, E8 1.195 0.301 |0.711 0.514 |0.885 0.414 |2.155 0.097 |1.065 0.335 |3.144 0.035 [0.930 0.408
E1, E9 1.682 0.170 |0.382 0.718 |0.655 0.549 |3.274 0.030 |0.761 0.485 |5.729 0.005 |2.589 0.061
E2, E7 4326 0.014 [4.983 0.007 |2.214 0.093 [0.436 0.679 |1.059 0.344 |1.670 0.166 |0.192 0.864
E2, E8 3.163 0.033 (2.360 0.076 [0.120 0.911 |7.952 0.001 |0.932 0.400 [1.957 0.131 |2.220 0.094
E2, E9 1.247 0.275 |1.772 0.152 |1.511 0.206 |2.903 0.044 |0.600 0.580 |5.875 0.004 |0.228 0.831
E7, E8 1.701 0.166 |4.312 0.012 |1.435 0.223 [4.290 0.013 |1.643 0.175 |0.544 0.620 [1.047 0.358
E7, E9 3.411 0.024 (4.668 0.007 [4.033 0.015 |1.873 0.133 |1.269 0.269 [3.216 0.029 |0.330 0.753
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E8, E9

2.721

0.052

1.279 0.278

0.577 0.589

6.721

0.002

0.250 0.819

2.215 0.092

1.882 0.129

Pair-wise test for 5'°N for Time x Location (level Location)

F-13

My

Jn

Au

o)

F-14

Groups

t

p(MC)

p(MC)

t

p(MC)

T

p(MC)

p(MC)

p(MC)

t

p(MC)

t

p(MC)

E1, E2
E1, E3
E1, E4
E1, E5
E1, E6
E2, E3
E2, E4
E2, E5
E2, E6
E3, E4
E3, E5
E3, E6
E4, E5

E4, E6

0.429

0.782

0.708

3.187

3.658

2.080

0.496

6.491

3.947

2.195

8.116

4.740

3.956

3.579

0.694

0.478

0.526

0.033

0.021

0.104

0.645

0.003

0.020

0.093

0.001

0.008

0.017

0.026

4.812

9.010

2.263

0.043

0.519

8.113

4.664

2.685

1.681

11.263

5.287

3.854

1.266

0.524

0.008

0.001

0.084

0.967

0.627

0.001

0.008

0.052

0.171

0.000

0.006

0.017

0.272

0.634

12.214

38.224

11.528

8.026

3.415

24.042

6.898

2.729

2.018

0.025

5.313

10.423

3.530

6.823

0.000

0.000

0.000

0.001

0.028

0.000

0.002

0.052

0.110

0.979

0.006

0.000

0.027

0.002

0.782
3.121
2.706
0.934
0.093
8.358
5.149
0.417
0.541
1.102
8.034
2.482
4.820

2.163

0.481

0.040

0.058

0.413

0.927

0.001

0.007

0.700

0.622

0.326

0.001

0.063

0.009

0.102

0.005

9.901

12.324

1.706

3.563

3.498

4.305

1.316

1.504

5.100

1.449

6.432

2.191

9.234

0.996

0.001

0.000

0.160

0.022

0.028

0.013

0.266

0.212

0.007

0.215

0.002

0.095

0.001

7.076

7.319

7.855

11.054

3.812

2.878

1.997

0.085

1.226

1.158

3.071

3.5642

2.207

2.831

0.003

0.002

0.002

0.001

0.017

0.049

0.117

0.935

0.281

0.303

0.037

0.022

0.094

0.048

0.789

3.941

0.355

0.665

1.860

3.462

1.047

0.126

0.299

3.602

3.454

7.983

0.932

2.352

0.471

0.018

0.739

0.545

0.137

0.024

0.357

0.903

0.785

0.022

0.028

0.002

0.406

0.077

5.819

9.398

3.266

5.048

0.137

7.182

1.804

1.380

0.615

0.407

4.341

1.667

1.346

1.335

0.005

0.001

0.033

0.008

0.899

0.002

0.151

0.240

0.578

0.699

0.015

0.168

0.247

0.256
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E5,E6 |2.252 0.090 | 0.410 0.700 | 3.526 0.025 |0.669 0.529 | 0.339 0.758 0.488 0.650

E1, E7 4.063 0.017 |14.212 0.000 |1.980 0.121 | 2.204 0.092 | 9.402 0.001 | 1.202 0.289 |1.635 0.184
E1, E8 2.325 0.079 |11.738 0.001 |1.869 0.131 | 7.474 0.002 |21.868 0.000 | 7.394 0.001 |3.468 0.026
E1, E9 2.788 0.050 {11.038 0.000 |0.228 0.822 | 6.565 0.002 | 4.141 0.015 | 2490 0.063 |2.299 0.085
E2, E7 0.656 0.551 | 5.940 0.004 |3.705 0.019 | 1.740 0.157 | 1.170 0.306 | 1.622 0.177 |0.029 0.977
E2, E8 6.319 0.003 | 4.123 0.016 |2.051 0.107 | 3.394 0.026 | 4.267 0.013 | 5.358 0.005 |0.115 0.915
E2, E9 4693 0.009 | 1.867 0.136 |1.191 0.302 | 2.295 0.087 | 0.274 0.796 | 2.506 0.065 |1.126 0.333
E7, E8 3.684 0.020 | 1.083 0.337 |0.294 0.784 | 0.766 0.478 | 3.075 0.042 |23.431 0.000 0.068 0.948
E7, E9 2.720 0.056 | 3.633 0.022 |2.531 0.064 | 0.306 0.773 | 1.126 0.323 | 2.585 0.058 |0.475 0.660
ES8, E9 1.314 0.258 | 2.254 0.085 |2.295 0.087 | 3.574 0.022 | 3.074 0.036 0.779 0.483
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Anexo Il

Pair-wise test for %C for Time x Location (level Time)

E1 E2 E3 E4 ES5 E6 E7 E8
Groups t p(MC) t p(MC) t p(MC) T p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC)
M,My 0.023 0.983 |7.286 0.002 |4.187 0.013 |10.365 0.001 | 2.797 0.065 |8.464 0.001 |3.464 0.023
M,Jn 1.262 0.297 [3.260 0.029 |3.172 0.033 |12.879 0.001 | 7.613 0.006 |2.262 0.084 |2.873 0.044
M,Au 0.903 0.433 |2.391 0.075 |3.891 0.017 |30.363 0.000 | 6.371 0.008 |4.284 0.011 |4.568 0.011
M,0 0.578 0.606 |4.582 0.011 |3.004 0.043 | 6.993 0.002 | 2.274 0.108 |3.240 0.032 |4.226 0.014
M,D 0.092 0.931 [{1.209 0.298 |2.713 0.051 | 5.280 0.006 | 0.296 0.786 |0.286 0.788 |3.639 0.022
M,F-14 |0.610 0.585 |7.574 0.002 |3.369 0.028 |12.985 0.001 |13.164 0.001 |3.325 0.030 | 6.633 0.002
My,Jn 2.103 0.098 |0.487 0.652 |0.347 0.741 | 0.370 0.733 | 0.833 0.457 |7.438 0.002 [0.940 0.401
My,Au 2.914 0.044 |0.139 0.900 |0.618 0.565 | 0.141 0.890 | 1.064 0.348 |2.337 0.080 |0.087 0.932
My,O 2291 0.081 |4.966 0.008 |3.793 0.021 | 1.118 0.331 | 0.133 0.899 (4.036 0.014 |1.462 0.228
My,D 0.727 0.506 |3.682 0.021 [2.796 0.047 | 1.240 0.283 | 1.236 0.283 |1.583 0.186 |0.077 0.939
My,F-14 |1.137 0.322 |0.023 0.982 |1.482 0.211 | 0.158 0.882 | 2.191 0.094 |7.266 0.002 |0.466 0.666
Jn,Au 1.025 0.368 |0.206 0.845 [0.018 0.986 | 0.745 0.494 | 0.522 0.623 [2.801 0.053 |1.064 0.347 |3.897 0.018
Jn,0 1.451 0.222 [2.013 0.119 |1.265 0.282 | 0.904 0.418 | 0.477 0.662 |1.549 0.198 |0.380 0.721
JnD 2.257 0.088 |3.175 0.036 |1.266 0.286 | 1.055 0.341 | 1.740 0.159 |0.226 0.827 |0.910 0.416 |3.158 0.035
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Jn,F-14 10.997 0.374 |0.498 0.649 |0.505 0.641 | 0.601 0.578 | 3.924 0.016 [1.098 0.334 |1.894 0.137 |3.526 0.025
Au,0O 1.043 0.362 |1.357 0.246 |2.851 0.045 | 1.511 0.203 | 0.680 0.534 |1.174 0.308 |1.987 0.122
Au,D 3.610 0.021 (2.651 0.060 [2.195 0.091 | 1.542 0.198 | 1.854 0.139 |0.955 0.394 [0.001 1.000 |1.541 0.197
Au,F-14 |0.212 0.843 |0.146 0.891 |0.902 0.417 | 0.064 0.953 | 1.991 0.117 |2.220 0.090 |0.775 0.482 [1.992 0.115
Oo,b 3.280 0.031 (2.435 0.078 [0.240 0.817 | 0.256 0.804 | 1.247 0.276 |0.600 0.581 |1.491 0.208
O,F-14 |0.299 0.780 [5.302 0.007 |1.363 0.245 | 1.341 0.251 | 1.479 0.208 |0.848 0.450 |3.973 0.018
D,F-14 |1.331 0.250 |3.692 0.021 |1.208 0.290 | 1.425 0.229 | 2.361 0.073 [0.413 0.695 [0.607 0.582 |0.396 0.712
Pair-wise test for %N for Time x Location (level Time)
E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 ES8
Groups t p(MC) t p(MC) t p(MC) T p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC)
M,My 1.714 0.182 |1.999 0.117 |12.960 0.000 | 7.097 0.002 |22.304 0.000 |5.070 0.007 |0.274 0.798
M,Jn 0.128 0.904 |1.536 0.203 |17.819 0.000 (17.700 0.000 | 5.110 0.015 |0.326 0.760 |0.702 0.530
M,Au 0.952 0.413 |0.531 0.617 | 9.445 0.001 | 4.925 0.007 |29.623 0.000 |2.654 0.060 |2.039 0.117
M,O 1.054 0.373 |2.398 0.075 | 0.925 0.406 | 1.757 0.149 | 2.705 0.070 |0.695 0.528 |0.569 0.599
M,D 2159 0.120 [1.881 0.137 | 6.324 0.005 | 2.976 0.039 | 1.673 0.198 |1.023 0.365 |0.783 0.484
M,F-14 2174 0.118 |4.436 0.014 | 8.265 0.002 | 4.099 0.014 [11.759 0.001 |7.956 0.002 |0.548 0.608
My,Jn 1.489 0.210 |0.984 0.378 | 2.896 0.045 | 0.565 0.605 | 0.808 0.460 |4.219 0.014 |0.510 0.638
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My,Au 0.498 0.646 |0.464 0.668 | 2.343 0.079 | 1.672 0.163 | 1.548 0.192 |2.862 0.045 |2.204 0.096
My,O 1.385 0.243 |5.718 0.004 | 3.781 0.018 | 3.686 0.023 | 0.458 0.675 |3.078 0.035 |0.308 0.780
My,D 2909 0.044 (3.372 0.029 | 7.567 0.002 | 2.737 0.051 | 2.917 0.047 | 3.099 0.036 |0.610 0.566
My,F-14 |1.645 0.178 |9.858 0.001 |10.078 0.001 | 5.080 0.007 | 7.385 0.003 |2.991 0.041 |1.183 0.299
Jn,Au 1.040 0.353 [1.100 0.330 | 0.127 0.903 | 2.841 0.047 | 0.495 0.643 |1.741 0.153 |1.527 0.203 [8.293 0.001
Jdn,O 1.032 0.363 [2.339 0.081 | 2.802 0.051 | 5.319 0.007 | 0.028 0.979 |0.437 0.692 |0.411 0.711
Jn,D 1.818 0.141 |2.341 0.079 | 7.123 0.002 | 4.079 0.013 | 2.756 0.052 |0.679 0.527 |0.132 0.908 |3.706 0.023
Jn,F-14 |2.012 0.118 |2.885 0.045 |13.103 0.000 |12.307 0.000 | 2.818 0.048 |2.877 0.043 [1.850 0.136 |1.070 0.349
Au,0O 0.197 0.853 |1.894 0.134 | 2.613 0.059 | 2.114 0.098 | 0.291 0.783 |0.832 0.447 (4.043 0.016
Au,D 1.059 0.348 |1.822 0.137 | 4.627 0.010 | 1.162 0.306 | 3.215 0.034 |0.707 0.514 |1.222 0.301 |0.316 0.777
Au,F-14 |1.367 0.243 |2.868 0.045 | 6.583 0.005 | 2.914 0.044 | 9.493 0.001 [0.470 0.668 |6.407 0.004 |0.671 0.532
0o,D 2.534 0.065 [0.360 0.739 | 0.710 0.523 | 0.904 0.429 | 1.901 0.129 |0.160 0.881 |0.539 0.619
O,F-14 12228 0.087 |2.156 0.099 | 0.243 0.814 | 0.035 0.975 | 1.529 0.198 |1.262 0.280 |7.284 0.002
D,F-14 |0.857 0.432 |0.754 0.493 | 1930 0.127 | 1.174 0.303 | 1.110 0.333 |1.180 0.305 |1.814 0.146 [0.746 0.499

Pair-wise test for 5'°C (level Time)

BF bSQ

Groups t p(perm) t p(perm)
M,My 3.684 0.002 [(4.186 0.002
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M,Jdn
M,Au
M,O
M,D
M,F-14
My,dn
My,Au
My,O
My,D
My,F-14
Jn,Au
Jn,0
Jn,D
Jn,F-14
Au,0
Au,D
Au,F-14
Oo,b

O,F-14

1.017

1.337

5.680

1.198

3.013

1.000

1.668

2.443

2.601

0.952

0.098

2.148

0.366

0.570

3.402

0.380

1.031

4.786

3.485

0.326

0.189

0.000

0.245

0.006

0.334

0.111

0.023

0.014

0.343

0.924

0.037

0.729

0.582

0.002

0.707

0.314

0.000

0.002

0.963

0.249

2.439

0.367

0.467

1.211

5.054

2.666

4.109

4.088

1.456

0.231

0.922

0.822

3.079

0.920

1.121

2.188

2120

0.352

0.803

0.033

0.724

0.656

0.248

0.000

0.020

0.001

0.001

0.171

0.819

0.370

0.427

0.009

0.368

0.267

0.047

0.051
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D,F-14 1.827 0.076 |[0.182 0.860
Pair-wise test for 5'°N for Time x Location (level Time)

E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8
Groups t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC) t p(MC)
M,My 5.833 0.009 |1.349 0.253 |1.656 0.176 |1.892 0.132 | 3.493 0.041 [2.408 0.069 [1.469 0.219
M,dn 0.364 0.732 |0.251 0.815 |0.007 0.995 |0.525 0.634 | 0.448 0.686 [3.264 0.030 |0.352 0.745
M,Au 1.009 0.395 |4.999 0.008 |5.019 0.007 [0.098 0.925 | 0.419 0.702 [1.323 0.252 |0.908 0.413
M,O 0.096 0.930 [4.191 0.013 [6.424 0.003 |2.768 0.049 | 6.131 0.009 |0.339 0.744 |1.886 0.132
M,D 2.230 0.111 |6.582 0.002 |5.745 0.005 [0.256 0.817 | 1.862 0.157 |0.513 0.627
M,F-14 |2.624 0.081 |3.741 0.022 |3.228 0.028 [1.202 0.294 | 1.486 0.234 |1.341 0.247
My,dn 1.780 0.149 |{1.009 0.376 |0.893 0.419 [0.741 0.503 | 1.162 0.310 |2.395 0.075 |2.028 0.110
My,Au 0.040 0.972 |2.405 0.074 |0.311 0.772 |1.440 0.222 | 1.454 0.225 {4.031 0.016 |1.721 0.164
My,O 3.433 0.027 (2.047 0.110 |2.342 0.076 |0.457 0.671 [10.858 0.001 {3.190 0.034
My,D 1.194 0.287 |3.370 0.028 |1.063 0.347 [1.051 0.355 | 3.478 0.026 |2.303 0.080
My,F-14 |2.721 0.053 |2.795 0.048 |1.604 0.184 [0.445 0.682 | 1.620 0.176 |0.167 0.875 |0.804 0.461
Jn,Au 0.893 0.423 |2.662 0.055 |{1.215 0.295 |0.483 0.665 | 0.196 0.852 (4.204 0.013 |0.809 0.468 |1.368 0.241
Jn,0 0.466 0.672 |2.445 0.067 |2.510 0.070 |0.511 0.639 | 1.033 0.368 [4.085 0.012
Jn,D 2.071 0.103 |3.267 0.033 |1.671 0.170 [0.224 0.831 | 0.647 0.557 |2.983 0.038
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Jn,F-14
Au,0
Au,D
Au,F-14
Oo,Db
O,F-14

D,F-14

0.642
1.268
0.797
0.631
2.678
1.718

2.012

0.548

0.279

0.478

0.561

0.056

0.159

0.108

3.132 0.037

0.249 0.818
1.110 0.323
1.580 0.181
1.258 0.271
1.669 0.167

1.110 0.332

2.059

3.618

1.764

1.735

2.212

0.066

1.104

0.106

0.021

0.153

0.166

0.097

0.951

0.332

0.345 0.748

1.382 0.237
0.261 0.798
0.956 0.395
0.878 0.429
0.119 0.909

0.620 0.575

1.975

1.938

1.161

1.996

0.552

2.741

2.500

0.120

0.133

0.305

0.113

0.618

0.055

0.066

0.495

1.441

1.549

0.766

0.828

1.240

1.589

0.649 |2.219 0.090
0.221
0.188
0.488 |2.091 0.102
0.455
0.280

0.190

0.044 0.968

1471 0.211

Pair-wise test for %C for

Time x Location (level Location)

My

Jn

Au

(o)

Groups

t

p(MC)

t  p(MC)

t

p(MC)

t  p(MC)

t  p(MC)

t pMC)| t

p(MC)

E1, E2
E1, E3
E1, E4
E1, E5
E1, E6
E2, E3
E2, E4

E2, E5

1.379

1.077

1.600

1.180

0.552

0.297

0.869

0.581

0.272

0.358

0.206

0.364

0.620

0.783

0.439

0.606

2.604 0.061

3.881 0.021
2.943 0.043
0.238 0.829
7.598 0.002
0.621 0.564
0.451 0.680

1.098 0.339

0.742

1.248

1.318

1.530

2.104

0.428

0.448

0.697

0.508

0.277

0.258

0.202

0.103

0.684

0.685

0.523

0.146 0.885

0.753 0.496
0.324 0.764
0.759 0.493
0.210 0.846
0.116 0.913
0.048 0.964

0.146 0.895

4.694 0.009

1.839 0.139
0.504 0.639
0.555 0.611
0.435 0.691
5.550 0.006
2.842 0.047

1.081 0.340

2.844

1.160

1.088

1.127

0.129

3.055

3.055

0.942

0.044

0.313

0.342

0.323

0.904

0.039

0.039

0.400

0.175 0.865

0.460 0.663
0.103 0.925
0.502 0.641
0.837 0.452
0.730 0.509
0.723 0.504

2.357 0.081

153



E2,
E3,
E3,
E3,
E4,
E4,

ES5,

E6

E4

ES

E6

ES

E6

E6

2.919 0.045

0.688 0.533
0.529 0.628
1.321 0.255
0.068 0.946
4.792 0.009

3.055 0.057

3.522 0.025

0.074 0.943
1.478 0.213
3.482 0.024
1.351 0.251
2.763 0.049

3.009 0.038

1.388 0.237

0.042 0.971
0.395 0.724
1.624 0.177
0.795 0.469
3.001 0.042

2.406 0.075

0.061 0.954

0.854 0.447
0.108 0.917
0.533 0.626
0.760 0.482
0.049 0.964

0.560 0.611

3.513 0.026

0.744 0.497
0.064 0.953
1.041 0.365
0.268 0.803
0.109 0.919

0.337 0.750

1.568 0.187

0.376 0.715
1.343 0.255
0.335 0.754
1.434 0.226
0.453 0.667

0.648 0.554

1.987 0.122

1.460 0.214
3.347 0.029
1.096 0.335
1.402 0.226
2.905 0.044

7.368 0.002

Ef1,
Ef1,
E2,
E2,

E7,

E7

E8

E7

E8

E8

1.327 0.278

0.068 0.950

1.157 0.308

0.044 0.965

1.925 0.129

2.658 0.057
1.224 0.284
2.051 0.110

1.125 0.326

0.775 0.483

2.602 0.059
0.215 0.837
0.706 0.512

1.198 0.298

3.020 0.042

1.767 0.150

1.437 0.223

2.288 0.088
3.192 0.032
3.546 0.024

0.241 0.817

0.184 0.869

0.208 0.853
0.835 0.446
0.656 0.545

0.067 0.949

Pair-wise test for %N for Time x Location (level Location)

My

Jn

Au

(o)

D

F-14

Groups

t  p(MC)

t  p(MC)

t  p(MC)

t  p(MC)

t  p(MC)

t  p(MC)

t  p(MC)

Ef1,
Ef1,

Ef1,

E2

E3

E4

1.936 0.146

3.200 0.049

3.134 0.048

1.573 0.189
5.491 0.006

2.221 0.090

0.395 0.708

0.992 0.366

0.853 0.434

0.380 0.726

0.306 0.779

0.445 0.677

3.890 0.017
2.201 0.092

2.869 0.049

1.908 0.127

0.645 0.548

0.080 0.944

1473 0.214

0.147 0.889

0.082 0.936
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Ef1,
Ef1,
E2,
E2,
E2,
E2,
E3,
E3,
E3,
E4,
E4,

ES5,

ES

E6

E3

E4

ES

E6

E4

ES

E6

ES

E6

E6

2.653

3.076

4124

3.821

4.244

3.692

0.483

3.725

1.451

3.164

0.649

5.429

0.118

0.051

0.014

0.020

0.024

0.020

0.648

0.034

0.218

0.050

0.553

0.011

0.412

2.761

4127

1.228

1.595

2.256

1.852

5.963

0.545

2.193

1.506

2.716

0.702

0.051

0.015

0.288

0.185

0.089

0.136

0.004

0.622

0.092

0.201

0.055

1.218

2.342

0.635

0.455

0.926

2.344

1.389

1.014

5.203

1.583

5.770

3.258

0.282

0.085

0.560

0.669

0.406

0.081

0.233

0.370

0.005

0.186

0.005

0.031

0.297

0.845

0.995

0.002

0.238

0.521

1.744

2.187

2.245

0.486

0.771

1.313

0.775

0.448

0.377

0.999

0.815

0.626

0.160

0.093

0.087

0.654

0.487

0.256

0.300

2.082

0.321

0.771

2.266

0.333

0.144

1.534

0.023

1.726

0.110

1.468

0.779

0.101

0.771

0.493

0.084

0.754

0.896

0.200

0.982

0.155

0.918

0.220

1.584

0.677

1.649

1.559

0.499

0.743

0.220

1.265

0.482

1.186

0.551

0.354

0.184

0.533

0.178

0.198

0.649

0.497

0.836

0.272

0.658

0.298

0.613

0.745

0.519

1.365

5.800

4.738

6.701

7.704

0.289

2.263

4.485

1.799

3.976

2.968

0.628

0.243

0.005

0.008

0.002

0.002

0.790

0.087

0.012

0.147

0.017

0.042

Ef1,
Ef1,
E2,
E2,

E7,

E7

E8

E7

E8

E8

1.862

0.770

0.163

0.496

1.127

1.598

0.321

0.188

1.527

2.644

1.308

2.755

2.003

0.205

0.058

0.263

0.053

0.111

0.521

1.024

1.210

0.736

3.666

0.633

0.367

0.294

0.503

0.024

2.795

2.980

0.051

0.040

0.421

0.402

1.404

1.836

0.223

0.691

0.710

0.237

0.137

0.840

1.038

0.057

1.265

1.279

0.920

0.364

0.959

0.276

0.281

0.409
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Pair-wise test for 5'°C

(level Location)

Groups t p(MC)
E1,E2 2975 0.007
E1,E3 2525 0.018
E1,E4 2.049 0.052
E1,E5 3.117 0.004
E1,E6 3.534 0.001
E2,E3 1.009 0.327
E2,E4 1.891 0.065
E2,E5 0.543 0.594
E2,E6 0.184 0.859
E3,E4 1.064 0.303
E3,E5 0.707 0.483
E3,E6 1.215 0.233
E4,E5 2.202 0.038
E4,E6 2.828 0.008
E5,E6 0.595 0.551
E1,E7 2.164 0.039
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E1, E8
E2, E7
E2, E8

E7, E8

0.684

1.237

1.133

0.206

0.514

0.227

0.273

0.836

Pair-wise test for 5'°N for Time x Location (level Location)

My

Jn

Au

(o)

F-14

Groups

t

p(MC)

p(MC)

t

p(MC)

t

p(MC)

t

p(MC)

t

p(MC)

p(MC)

E1, E2
E1, E3
E1, E4
E1, ES
E1, E6
E2, E3
E2, E4
E2, E5
E2, E6

E3, E4

0.862

5.542

12.345

8.553

0.972

3.209

5.619

5.248

0.805

3.275

0.448

0.012

0.001

0.013

0.407

0.031

0.005

0.015

0.469

0.033

1.965
0.086
1.140
3.359
2.594
1.635
2.569
4174
3.714

0.808

0.122

0.935

0.314

0.028

0.062

0.179

0.060

0.015

0.018

0.459

0.269

0.715

1.626

0.704

3.396

1.042

2.092

0.941

4.099

0.863

0.806

0.513

0.187

0.531

0.027

0.359

0.103

0.390

0.017

0.431

0.240

0.170

0.137

0.108

0.019

0.329

1.145

0.642

1.109

1.129

0.822

0.871

0.898

0.916

0.985

0.760

0.315

0.560

0.339

0.322

3.401

5.472

4.132

0.396

1.799

2.424

0.367

4.634

1.656

2.832

0.027

0.006

0.015

0.725

0.144

0.076

0.743

0.009

0.174

0.047

0.567

0.734

1.221

2115

2.007

0.586

1.605

3.048

2.305

1.357

0.597

0.497

0.285

0.098

0.116

0.582

0.187

0.039

0.082

0.243

2.989

3.406

2.568

2.400

1.457

0.491

1.536

1.176

0.578

1.338

0.044
0.027
0.061
0.076
0.215
0.645
0.199
0.307
0.588

0.261
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E3, ES
E3, E6
E4, E5
E4, E6

E5, E6

3.904

0.431

2.459

1.159

1.333

0.029

0.684

0.092

0.318

0.280

1.836

1.366

0.902

0.358

1.596

0.143

0.252

0.411

0.743

0.187

0.159

2.722

0.428

2.384

1.623

0.880

0.053

0.693

0.078

0.181

0.545

1.362

0.033

0.422

0.188

0.619

0.247

0.975

0.690

0.856

8.594

3.923

7.243

2.276

2.059

0.001

0.018

0.003

0.086

0.108

2.907

2.169

1.630

1.414

0.233

0.046

0.094

0.181

0.236

0.829

1.430

0.261

1.856

0.461

1.439

0.227

0.812

0.129

0.677

0.223

E1, E7
E1, E8
E2, E7
E2, E8

E7, E8

1.638

1.398

0.209

0.237

0.459

1.667

0.672

0.173

0.551

1.899

0.997

2.453

2.985

0.609

0.128

0.374

0.069

0.041

1.068

0.740

1.866

1.217

2.321

0.340

0.500

0.131

0.284

0.082

2122

3.470

0.338

1.749

1.050

0.101

0.028

0.752

0.157

0.359
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Anexo lll

Tabla 1. Resumen de los resultados de las pruebas t de Student para las diferencias de los datos
de fijacion de N entre los tratamientos con luz y con oscuridad en sedimentos sin vegetacion (SV) y

con vegetacion (CV)

Estacion Vegetacion T df p
SV -12.5364 2 0.006
i-BF
Ccv -0.3458 2 0.762
SV -0.8799 2 0.472
o-BF
cv 25400 2 0.126
SV 0.2211 2 0.846
ouT
cv -1.3373 2 0.313
SV -1.1585 2 0.366
bSQ
cv -1.0955 2 0.388

Tabla 2. Resumen de los resultados de las ANOVA 1 via y Tukey para las diferencias entre las

estaciones de los datos de fijacién de N en sedimentos.

Vegetacion SS df MS F p

SV 27119.1 3 9039.7 4.915 0.032

Ccv 78432 3 26144 0.537 0.670
Tukey SV

i-BF OUT bSQ

o-BF 0.101 0.035 0.060
i-BF 0.876 0.981

ouT 0.981
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Tukey CV

i-BF

OUT bSsQ

o-BF 0.630 0.820 0.936

0.984 0.913

0.991

Tabla 3. Resumen de los resultados de las pruebas t de Student para las diferencias de los datos

de fijaciéon de N entre las muestras de los nucleos SV y CV de las tasas totales y de los

experimentos con molibdato (+Mo)

Estacion Tratamiento T df p
Total -0.6220 4 0.568
i-BF
+Mo -0.2370 4 0.824
Total -0.8855 4 0.426
o-BF
+Mo 0.8093 4 0.464
Total 0.7516 4 0.494
ouT
+Mo 0.8609 4 0.438
Total 0.6895 4 0.528
bSQ
+Mo 1.2908 4 0.266

Tabla 4. Resumen de los resultados de las pruebas t de Student para las diferencias de los datos

de fijacion de N entre la Hoja 2 y la Hoja 4 experimentos con luz y con oscuridad

Estacion Tratamiento T df p
Luz 0.9950 4 0.376
i-BF
Osc 0.3788 4 0.724
Luz 0.0647 4 0.952
o-BF
Osc 0.5393 4 0.618
ouT Luz 0.8178 4 0.459
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Osc -1.6827 4 0.168

Luz 0.4313 4 0.688
bSQ
Osc 0.1750 4 0.870

Tabla 5. Resumen de los resultados de las pruebas t de Student para las diferencias de los datos

de fijacién de N entre los tratamientos con luz y con oscuridad en la filésfera

Estacion t Df p
i-BF 1.1298 10 0.285
o-BF -0.7600 10 0.465
ouT -0.7604 10 0.465
bSQ -0.2728 10 0.791

Tabla 6. Resumen de los resultados de las pruebas Kruskal-Wallis para diferencias entre

profundidades de las variables accesorias

Estacion Vegetacion Variable H ¢]
Arena 3.7 0.448
SV Corg 6.0 0.197
N 11.4 0.023
i-BF
Arena 4.2 0.380
Ccv Corg 10.6 0.019
N 10.9 0.280
Arena 2.8 0.598
SV Corg 3.0 0.561
N 2.0 0.550
o-BF
Arena 51 0.274
Ccv Corg 3.5 0.447
N 6.1 0.195
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Arena 2.1 0.717
SV Corg 4.8 0.308
N 2.0 0.737
ouT
Arena 6.9 0.141
Ccv Corg 3.9 0422
N 0.3 0.991
Arena 10.5 0.032
SV Corg 12.4 0.015
N 13.4 0.010
bSQ
Arena 51 0.277
cv Corg 5.0 0.283
N 1.0 0.916

Tabla 7. Resumen de los resultados de las pruebas Kruskal-Wallis

estaciones de las variables accesorias

Arenas (SV)

o-BF

ouT

H (3, N= 60) =52.93113 p =.0000

o-BF ouT bSQ
0.061 0.000 0.386
0.106 0.000
0.000

para diferencias entre

Arenas (CV)

H (3, N= 60) =52.18907 p =.0000

o-BF ouT bSQ
0.036 0.000 0.687
0.118 0.000
0.000

Corg (SV)

H (3, N= 60) =55.23148 p =.0000

o-BF ouT bSQ
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i-BF 0.000 0.000 0.109
0-BF 0.109 0.118
ouT 0.109 0.000
Corg (CV) H (3, N= 60) =55.23301 p =.0000
0-BF ouT bSQ
i-BF 0.000 0.000 0.118
0-BF 0.112 0.109
ouT 0.000
N (SV) H (3, N= 60) =55.05355 p =.0000
0-BF ouT bSQ
i-BF 0.000 0.000 0.103
0-BF 0.103 0.132
ouT 0.000
N (CV) H (3, N= 60) =51.56641 p =.0000
0-BF ouT bSQ
i-BF 0.000 0.000 0.025
0-BF 0.025 1.000
ouT 0.000
Cl-a (SV) H (3, N= 12) =5.461538 p =.1410
0-BF ouT bSQ
i-BF 0.340 0.113 2.038
0-BF 0.226 1.698
ouT 1.925
Cl-a (CV) H (3, N=12) =1.761566 p =.6233
0-BF ouT bSQ
i-BF 0.679 0.510 0.510
0-BF 1.189 0.170
ouT 1.019
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