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RESUMEN

Durante el verano, la estratificacion térmica en el Golfo de California (GC) reduce el flujo
vertical de aguas subsuperficiales ricas en nutrientes y metales hacia la zona eufética, generando
grandes desiertos marinos delimitados por niveles superficiales de clorofila-a (clor-a)
extremadamente bajos (<0.5 mg m™). Evidencias biogeoquimicas sugieren que el nitrato (NO3")
y/o el hierro (Fe) podrian limitar el crecimiento del fitoplancton en estos desiertos marinos. Para
investigar esta hipotesis, en el verano de 2019 se realizo un experimento de adicion de nutrientes
con agua de mar recolectada a ~5 m de profundidad en el desierto marino ubicado al norte de la
Isla Angel de la Guarda (29° 33.840° N, 113° 43.770° O). Durante cinco dias de incubacion, se
evalu6 la respuesta de la comunidad fitoplanctonica a la adicion experimental de Fe, NO3™ y su
combinacion. Cada 24 horas se realizaron submuestreos para evaluar cambios en la concentracion
de Fe disuelto y macronutrientes (NOs3", H2SiO4 y PO4>"), asi como en los niveles de clor-a y en la
abundancia y estructura de la comunidad fitoplancténica. De acuerdo con nuestros resultados, el
Fe no limita el crecimiento de fitoplancton durante verano, ya que la concentracion de clor-a en el
tratamiento +Fe no tuvo diferencias significativas (p>0.05) con respecto al control. En cambio,
esta comunidad respondid positivamente a los tratamientos enmendados con NO3™ (+NO3 y +Fe+
NO3), en términos de cambios significativos (»p<0.05) en los niveles de clor-a, crecimiento de
células grandes y consumo de macronutrientes. Durante el experimento, las diatomeas fueron el
grupo mas beneficiado por la adicion de NO3", incrementando su abundancia en dos 6rdenes de
magnitud con respecto al control. De igual manera, el picofitoplancton respondi6 positivamente a
la adicién de NO3", y alcanz6 su maximo crecimiento al cuarto dia de experimento (entre tres y
cinco veces mas células por litro que el control). Estos resultados sugieren que la baja
disponibilidad de NO3~durante verano produce desiertos marinos en la porcion norte del GC. Bajo
un escenario de calentamiento de la superficie del mar, se espera un recrudecimiento de las
condiciones de limitacion de NOs3™ en el GC. Ante un futuro predominio de condiciones célidas y
oligotroficas, resulta importante realizar més investigaciones que evaliien el impacto actual de la

disponibilidad de nutrientes sobre los productores primarios que habitan en el GC.
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1. INTRODUCCION

El Golfo de California (GC) es considerado como uno de los mares marginales mas
productivos del mundo (Alvarez-Borrego, 2012; Santamaria-del-Angel et al., 1994). Esta
productividad es sostenida por la suma de varios mecanismos de aporte de nutrientes y metales
hacia las aguas superficiales del Golfo: 1) la deposicion atmosférica de polvos (Mufnioz-Barbosa et
al., 2017, 2020; Segovia-Zavala et al., 2010); 2) la mezcla por mareas (Alvarez-Borrego, 2002;
Marinone y Lavin, 2003; Simpson et al., 1994; Torres-Delgado et al., 2013; Delgadillo-Hinojosa
et al., 2001); 3) las surgencias costeras (Alvarez-Borrego y Lara-Lara, 1991; Roden, 1964; Torres-
Delgado et al., 2013); y 4) el intercambio de agua con el Océano Pacifico (Alvarez-Borrego y
Giles-Guzman, 2012). Estos aportes mantienen una productividad primaria anual de ~300 g C m?,
la cual se ubica dentro del rango de sistemas altamente productivos (Alvarez-Borrego, 2012).

Sin embargo, la productividad primaria y la clorofila-a (i.e., indicador de la biomasa
fitoplanctonica) en el GC presentan una alta variabilidad temporal y espacial (Alvarez-Borrego,
2010), pudiendo alcanzar niveles propios de sistemas oligotroficos (Figura 1). En términos
temporales, los valores mdximos de productividad primaria y clorofila-a superficiales (1.66+0.26
g Cm?d'; 1.02£0.24 mg m™) ocurren en invierno, mientras que los minimos (1.08+0.27 g C m™
d!, 0.57+0.19 mg m™) en verano (Escalante et al., 2013). Con respecto a la variacion espacial,
tanto la productividad como la clorofila-a presentan gradientes latitudinales con valores que
incrementan de sur a norte (Mercado-Santana et al., 2017). Estos gradientes se relacionan con una
mayor influencia de aguas superficiales oligotroficas del Pacifico en el sur del GC (Lavin et al.,
2013; Lavin y Marinone, 2003), y con un mayor aporte de aguas profundas ricas en nutrientes
hacia la capa de mezcla de la porcion norte del golfo por la accion de mareas, vientos y dinamica
de mesoescala (Alvarez-Borrego y Lara-Lara, 1991; Bustos-Serrano y Castro-Valdez, 2006;
Ledesma-Vazquez et al., 2009). Asi, la productividad primaria y la biomasa de fitoplancton en el
GC presentan una marcada variabilidad que se corresponde con la sucesion de las estaciones del

afo y los procesos fisicos que influyen en sus distintas regiones.
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Figura 1. Climatologia satelital de la clorofila-a (2002-2023) en el Golfo de California durante (a) invierno y (b) verano. Imdgenes
Aqua-MODIS con resolucion espacial de 4 km.

Durante el verano, los forzamientos del Océano Pacifico y de los vientos del Monzén
Mexicano generan un giro ciclonico superficial en las aguas ubicadas justo al norte de la Region
de las Grandes Islas (Lavin et al., 1997; Palacios-Hernandez et al., 2002). La circulacién ciclonica
bombea aguas profundas ricas en nutrientes hacia la superficie y, por ende, favorece el crecimiento
del fitoplancton (McGillicuddy, 2016). No obstante, a pesar de que se han observado isopicnas
abovedadas promovidas por la circulacion ciclonica de verano (Lavin y Marinone, 2003), el norte
del GC es pobre en nutrientes y clorofila-a, en comparacion con lo que se ha reportado durante
inverno en la misma regién (Alvarez-Borrego y Gaxiola-Castro, 1988), asi como en otras regiones
biogeograficas del GC (i.e., Alto Golfo, Canal de Ballenas y Region de las Grandes Islas; Hidalgo-
Gonzélez y Alvarez-Borrego, 2004). En consecuencia, durante verano, la porcién nortefia del GC
(NGC) es considerada como una de las regiones menos productivas de este sistema marginal
(Mercado-Santana et al., 2017; Santamaria-del-Angel et al., 1994). Lo que esto sugiere es que el
contenido de nutrientes y/o metales del agua profunda que es traida a la superficie es bajo
comparado con los requerimientos del fitoplancton o, alternativamente, que el ascenso de aguas

profundas ricas en nutrientes y metales es obstaculizado por la alta estratificacion de las aguas



superficiales durante verano (Torres-Delgado et al., 2013). Ambas explicaciones apuntan a que,
durante el verano, el crecimiento del fitoplancton en el NGC se encuentra limitado por la baja
disponibilidad de nutrientes inorganicos y/o metales.

Existen evidencias que apuntan a que la productividad primaria en el GC esta limitada por
la disponibilidad de nitrogeno (Segovia-Zavala et al., 2010; Torres-Delgado et al., 2013; White et
al., 2007). La escasez de nitrégeno favorece a los grupos de fitoplancton fijadores de nitrégeno
molecular (N2; Karl et al., 2002). De hecho, durante verano, se ha estimado que la fijacién de N
en el GC aporta hasta el 44% de la productividad exportada (White et al., 2013). Sin embargo, ante
la alta demanda de hierro que tienen los fijadores de N, (Kustka et al., 2002, 2003), la
disponibilidad de este metal podria ser, a su vez, un factor limitante para los productores primarios
en el GC. Esta posibilidad condujo al desarrollo de investigaciones enfocadas en estudiar la
distribucion del hierro en el GC (Segovia-Zavala et al., 2010), su aporte atmosférico y su potencial
de limitacion (Hakspiel-Segura et al., 2023; Mufioz-Barbosa et al., 2017, 2020). La mayoria de
estos estudios han propuesto que, bajo ciertas condiciones, los productores primarios del GC
pueden experimentar condiciones de limitacion por hierro. No obstante, el unico experimento de
fertilizacion con hierro realizado en aguas del GC obtuvo una respuesta bioldgica ambigua
(Hakspiel-Segura et al., 2023). Los autores de este estudio concluyeron que el nitrogeno, y no el
hierro, es posiblemente el elemento que suele inhibir el crecimiento fitoplanctonico durante la
temporada calida. Aun asi, hasta la fecha, ninglin estudio ha probado los efectos de la adicion de
hierro y nitrégeno sobre la comunidad del fitoplancton del giro ciclonico al norte de la Region de
las Grandes Islas (RGI) durante verano.

El proposito de este trabajo fue determinar si el nitrogeno, el hierro, o su combinacion,
limitan a la comunidad de fitoplancton en el NGC durante las condiciones calidas y oligotroficas
de verano. Con este fin, se realizd un experimento de adicion de hierro y nitrato en muestras de

agua de mar recolectadas en la estacion IroNMex durante septiembre de 2019.

2. AREA DE ESTUDIO

Debido a que el GC se origind a partir de procesos de divergencia en multiples zonas de
falla, la batimetria resultante se constituye por una serie de cuencas separadas por umbrales, las

cuales se encuentran ordenadas a lo largo de un gradiente de disminucion de profundidad de sur a



norte (Lonsdale, 1989; Rusnak et al., 1964). E1 NGC se encuentra ubicado al sur del Alto Golfo de
California (AG), al norte de la Region de las Grandes Islas, y entre las costas de los estados
mexicanos de Baja California y Sonora (Figura 2). La region nortefia estd parcialmente aislada del
resto del GC por el Umbral de San Esteban (450 m de profundidad), ubicado al sur de la RGI
(Bray, 1988). No obstante, la hidrografia en el NGC es influenciada por los forzamientos del
Océano Pacifico, de la circulacion atmosférica y de los flujos estacionales de calor (Beier y Ripa,
1999; Lavin y Marinone, 2003; Ripa, 1997). En particular, la circulacion atmosférica tipo monzon
es responsable de surgencias costeras: durante invierno, los vientos fuertes del noroeste provocan
surgencias intensas en la costa este del GC; en contraste, durante verano, los vientos relajados del
sureste generan surgencias débiles en la costa oeste del GC (Lluch-Cota, 2000). La circulacion
general en el NGC se caracteriza por un giro superficial (~0.35 m s™), cuya estructura vertical
abarca toda la columna de agua, y que invierte su direccion estacionalmente: anticiclonica entre
noviembre y abril, y ciclonica de junio a septiembre (Carrillo et al., 2002; Lavin et al., 1997; Lavin

y Marinone, 2003; Palacios-Hernandez et al., 2002).
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Figura 2. Area de estudio y la ubicacion de la estacion IroNMex (tridngulo invertido rosa) en Norte del Golfo de California (NGC).
La estacion IroNMex se encuentra delimitada al norte por el Alto Golfo de California (AG) y al sur por la Region de las Grandes
Islas (RGI). La escala de colores representa la batimetria.



La sucesion de las estaciones traec cambios marcados en la temperatura superficial del mar
del NGC (10 °C durante invierno y 32 °C durante verano) y, como consecuencia, en la hidrografia
de la region (Sverdrup, 1939). Las tasas de evaporacion en el NGC encuentran su maximo durante
verano (Castro et al., 1994; Lavin y Organista, 1988; Roden, 1958; Roden, 1964). De hecho, la
evaporacion en el NGC da origen al Agua del Golfo de California (AGC), que se caracteriza por
sus valores altos de temperatura conservativa (® > 12° C) y salinidad absoluta (S4 > 35.1 g kg™),
asi como por sus bajas concentraciones de nutrientes (Castro et al., 1994; Lavin et al., 1995; Portela
et al., 2016; Torres-Orozco, 1993). El AGC fluye hacia afuera del NGC en los primeros ~250 m
de la columna de agua, y su volumen es balanceado por el ingreso del Agua Tropical Subsuperficial
(AStSs), entre 250 y 500 m (Lavin et al., 1995; Marinone, 2003; Portela et al., 2016).

En las aguas superficiales del NGC (<100 m), durante las condiciones de alta
estratificacion de verano, se han detectado bajos niveles de fosfato (PO4*; 0.7-1.0 umol L), acido
silicico (H2SiO4; 3.2-10.2 umol L) y nitrato mas nitrito (NO3+NO27; 0.00-0.09 umol L)
(Alvarez-Borrego et al., 1978; White et al., 2013). En comparacién, durante invierno se han
reportado altas concentraciones de PO4*", NOs" y H2SiO4 (1.5-2 pmol L, 12-16 pmol L y 25—
32 umol L, respectivamente) (Lavin et al., 1995). Para el caso del hierro disuelto (Feq), en las
aguas superficiales al norte de la RGI, se han reportado concentraciones en el rango de 0.2-7.2 nM
(Segovia-Zavala et al., 2009; Segovia-Zavala et al., 2010). Estas concentraciones suelen ser
mayores a 1 nM, clasificAindose como un sistema marginal aparentemente aliviado por limitacion
de hierro. Recientemente, se ha propuesto que las concentraciones superficiales de Feq en el NGC
pueden mantenerse por arriba de 1 nM a lo largo de todo el afio gracias a: 1) en la temporada fria,
el fendmeno de surgencia alcanza sus maxima influencia y promueve el aporte de agua profunda
rica en Fe hacia a la superficie (Mufioz-Barbosa et al., 2020; Segovia-Zavala et al., 2010); y 2) en
la temporada célida, el aumento del aporte atmosférico de polvos peninsulares ricos en hierro y su
deposicion en aguas calidas (>30°C), magnifica los aportes de hierro soluble hacia el GC (Félix-

Bermudez et al., 2020; Mufioz-Barbosa et al., 2017, 2020).



3. METODOS

3.1 Limpieza del material

Los recipientes, mangueras y otros materiales involucrados en la recoleccion y
procesamiento de muestras de agua de mar fueron sometidos a un exhaustivo procedimiento
preliminar de limpieza (Bruland et al., 1979; Delgadillo-Hinojosa et al., 2006, 2015; Kremling et
al., 1999). Especificamente, se lavaron bidones de polietileno de alta densidad (HDPE) y de
policarbonato (PC), mangueras de Teflon™, botellas de PC, puntas de micropipetas, filtros de
malla de polipropileno (PP) y conos de filtracién de polisulfona. En un inicio, el material se lavo
con jabon Micro-90® libre de fosfatos (3%) y se enjuagd sucesivamente con agua destilada (~10
MQ cm) y agua desionizada (~18.2 MQ cm). Posteriormente, se mantuvo sumergido durante un
mes en una solucion de acido clorhidrico al 3 M (grado reactivo, J.T. Baker). Después de someterse
a varios enjuagues con agua desionizada, el material se secd y ensambld dentro de una campana
de flujo laminar en un laboratorio bajo condiciones Class-100. Finalmente, el material se guardé
dentro de dos bolsas de plastico Ziploc™ limpias, las cuales se almacenaron dentro de cajas de
plastico transparente para su posterior transporte a las instalaciones de CICESE en Bahia de los
Angeles (BDLA). Los filtros de PC (0.45 um de tamafio de poro, 47 mm de didametro) fueron
sumergidos individualmente durante 72 h dentro de una solucion de HCI Ultrex® (10%).
Finalmente, los filtros fueron enjuagados con abundante agua desionizada, depositados en cajas

Petri limpias y secados dentro de una campana de flujo laminar.

3.2 Experimento de fertilizacion

3.2.1 Seleccion de estacion y fecha de muestreo

La estacion de muestreo [roNMex (29° 33.840° N, 113° 43.770’ O) se ubico al noroeste de
la Isla Angel de la Guarda (Figura 2), dentro del didmetro de influencia del giro ciclénico
oligotrofico (clorofila-a satelital <0.5 mg m™) que se forma durante verano en el NGC (Figura 1b;
NASA OB.DAAC, 2019). Se decidio realizar el muestreo de agua durante el mes de septiembre,
ya que corresponde al periodo del afio en donde se presentan las condiciones mas calidas y

oligotroficas (Figura 3; NASA OB.DAAC, 2019).
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Figura 3. Climatologias mensuales (2003-2020) de temperatura superficial del mar (TSMsa, linea y triangulos rojos) y clorofila-
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recolectar agua de mar en condiciones cdlidas y oligotroficas ya que se presenta la mdaxima TSMsa y el segundo valor mas bajo
de Clor-asa: del ario.

Adicionalmente, tomando como referencia el calendario de mareas de septiembre de 2019
para BDLA (PREDMAR-CICESE, 2019), se selecciond una fecha de recolecta de agua durante
condiciones de baja dinamica fisica asociada a la marea (i.e., marea muerta; Figura 4). Cabe
mencionar que esta estacion de prondstico de marea es la mas cercana al punto IroNMex. Asi,
dentro de un periodo de marea muerta (nivel medio del mar entre 1-2 m), se escogi6 el dia 5 de

septiembre de 2019 como la fecha de recolecta de agua para el experimento.
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Figura 4. Calendario de mareas para BDLA durante el mes de septiembre de 2019 (PREDMAR-CICESE, 2019). El dia 5 de
septiembre (circulo rojo) se realizo la colecta de agua de mar bajo condiciones de marea muerta.

3.2.2 Colecta de agua de mar

El 5 de septiembre de 2019, dos embarcaciones pequenas (~5 m de eslora) zarparon desde

BDLA hacia el punto de muestreo IroNMex, ubicado al norte de la Isla Angel de la Guarda (Figura
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5a). Una vez en el destino, se realizaron dos lances de CTD (Sea-Bird Scientific modelo SBE 9-
11 Plus) para caracterizar las condiciones hidrogréficas en los primeros 100 m de la columna de
agua. Adicionalmente, con la finalidad de evaluar la distribucion vertical de la radiacion solar
fotosintéticamente activa (PAR), se realiz6 un lance profundo del sensor cudntico esférico
sumergible LI-COR Biosciences modelo LI-193. Un ajuste exponencial del porcentaje de PAR con
respecto de la superficie (0 m), reveld que la profundidad de la zona euf6tica (1 % PAR) durante
el dia de muestreo fue aproximadamente de 72 m (Figura 5b). La recolecta de agua de mar se
realiz entre 5 y 10 m de profundidad, en una capa de agua célida y libre de contaminacion por
efecto de la embarcacion. La temperatura en la profundidad objetivo (5—-10 m) fue de
29.80 + 0.01° C, mientras que los valores de PAR se encontraron en un rango de 50 a 80 E m™ d!
(Figura 5b). Se utilizaron los rangos de temperatura y PAR en las profundidades objetivo como

referencia para acondicionar el incubador de botellas en BDLA (ver seccion 3.2.3 de Métodos).
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Figura 5. (a) Fotografia de embarcaciones navegando hacia el punto de muestreo IroNMex ubicado al noroeste de la Isla Angel
de la Guarda. (b) Fotografia submarina y perfiles verticales de temperatura (linea roja) y porcentaje de radiacion
fotosintéticamente activa con respecto de la superficie (PAR, linea y circulos azules). La linea discontinua negra y ecuacion en (b)
corresponden al ajuste de decaimiento exponencial para los datos de PAR (E m~ d”'). La zona sombreada en (b) representa el
rango de profundidad para la colecta de agua.



Se recolectaron ~200 L de agua de mar de entre 5 y 10 m de profundidad con base en lances
sucesivos de botellas Niskin-X General Oceanics de 10 L, equipadas con un resorte externo y con
una recubierta de Teflon™. Las botellas Niskin-X se ataron a una cuerda blanca de nylon
previamente lavada con acido, en cuyo extremo se colocé un peso muerto de Teflon™. Para cada
lance, las botellas fueron activadas con mensajeros recubiertos con Teflon™. Una vez de vuelta
en la embarcacion, las botellas Niskin-X se ordefaron a través de una manguera de Teflon™ en
cuyo extremo se colocd un filtro con membrana de PP de 210 um. Este filtro se utiliz6 para excluir
el macro-zooplancton y, como consecuencia, disminuir el efecto del pastoreo (Schuback et al.,
2015). El agua recolectada se distribuyo en tres bidones de HDPE de 50 L, y dos bidones de PC
de 20 L. Los bidones con el agua recolectada se llevaron a las instalaciones de CICESE en BDLA
dentro de hieleras limpias, sobre una cama de hielo, y envueltos en bolsas negras de pléstico para
mantener condiciones de baja irradiacion y temperatura estable. Todo el material se manipul6 con

guantes de polietileno (Figura 6).
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Figura 6. Recolecta de muestras de agua de mar. El procedimiento consiste en sumergir las botellas Niskin-X abiertas a un
intervalo de profundidad entre 5 y 10 m, cerrarlas por medio de mensajeros, subirlas a cubierta y ordeniarlas con ayuda de
mangueras de Teflon. El agua de mar recolectada se filtra (210 um) para excluir a los pastoreadores y se almacena en bidones de
HDPE y PC sobre una cama de hielo para su transporte a tierra.

3.2.3 Instalacion del cuarto limpio y el incubador de botellas

El experimento de adicién de nutrientes e incubacion se realiz6 en la casa de campo de
CICESE en BDLA, ubicada a s6lo 80 km de distancia de la estaciéon de muestreo IroNMex. Dentro

de las instalaciones se construyd un cuarto limpio con el fin de mantener una atmoésfera libre de



particulas durante la adicion de nutrientes y el procesamiento de la toma de muestras. Para aislar
el espacio, se utiliz6 una estructura de cloruro de polivinilo (PVC) de 2>X2 m recubierta de pléstico
(Figura 7a). En una de las paredes de plastico se instald un filtro HEPA con el fin de inyectar aire

libre de particulas y mantener una presion positiva en el cuarto limpio (Figura 7b).

Figura 7. (a) Cuarto limpio construido en Bahia de los Angeles a base de tuberia de PVC y paredes de pldstico. (b) Interior del
cuarto limpio equipado con mesa de trabajo y campana de flujo laminar con filtro HEPA. Esta campana inyecta aire limpio al
cuarto, manteniendo una presion positiva y, en consecuencia, una atmosfera libre de particulas contaminantes.

El incubador de botellas consistid6 en una alberca de 3,800 L de capacidad (Bestway
FastSet™) llenada con agua de mar filtrada (filtracion sucesiva por 50 y 10 um). Este incubador
se instald en la terraza de las instalaciones de CICESE en BDLA, bajo condiciones naturales de
luz y temperatura. Para replicar condiciones de irradiacion in situ, el incubador se cubrié con una
malla oscura de fibra de vidrio (Figura 8a—c). La PAR en el incubador se midié durante el
transcurso del experimento con el sensor cudntico LI-193 acoplado a una consola de mano LI-
1400 (Figura 8a). También se extrajeron datos horarios de radiacion solar de longitud de onda corta
sobre el continente para BDLA con resolucion espacial de 0.5 x 0.625° del modelo MERRA-2
M2TINXLFO v5.12.4 (GMAO, 2019a). A partir de los datos de PAR y radiacién solar, se
construyo una serie de tiempo (Figura 8d). En la figura se muestra que, con excepcion del dia 2
del experimento, todos los valores de PAR detectados por el sensor durante el zenit se encontraron
en el rango que se registrd en la profundidad objetivo del punto IroNMex durante el muestreo (
60-90 E m2 d!). Otra variable que se controld en el incubador fue la temperatura del agua. Para
ello, el incubador cont6 con un sistema de enfriamiento cerrado compuesto por un enfriador
Antartica Titanium modelo DBA-075 y un termocirculador acoplado a un bucle de enfriamiento.

El agua del incubador se circul6 a través de tubos de Teflon™ con la ayuda de bombas sumergibles
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(Figura 8a). La temperatura en el incubador se midi6 en intervalos de 5 minutos con un termografo
HOBO Pendant® UA-001-64 sumergido (Figura 8a), asi como con un termémetro digital. Los
datos de temperatura en el incubador se presentan en una serie de tiempo acompafnados por datos
de MERRA-2 M2LINXLFO v5.12.4 de temperatura del aire sobre el continente en BDLA, con la
misma resolucion temporal y espacial que los datos de radiacion solar (GMAO, 2019b; Figura 8e).
Salvo por el dia 0, la temperatura del agua en el incubador se mantuvo en el rango de 27-33° C, y

tuvo una media de 30.0 + 1.0 °C, similar a las condiciones in situ del punto IroNMex.
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Figura 8. (a) Representacion del incubador. (b) Fotografia de las botellas en el incubador. (c) Fotografia de la radiacion solar
bajo la malla protectora. (d) Serie de tiempo de PAR en el incubador (circulos azules) y radiacion solar sobre el continente en
BDLA (linea continua amarilla). (e) Serie de tiempo de temperatura del agua en el incubador (linea continua y circulos rojos) y
de temperatura del aire sobre el continente (linea discontinua negra). En (a), la circulacion del agua (flechas azules) se logro con
el uso de un ventilador, dos bombas sumergibles, y con la disposicion de los tubos de Teflon™ para la entrada de agua fria y salida
de agua caliente. La malla oscura de fibra de vidrio en (a) se instalo para simular condiciones subacudticas de radiacion solar
sobre el incubador, la cual se midio con un sensor cudntico esférico sumergible. Para (d) y (e), el area gris representa los valores
in situ en la estacion [roNMex de PAR y temperatura, respectivamente.
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3.2.4 Llenado y acondicionamiento de las botellas

El agua de mar recolectada en el punto [roNMex se transportd al cuarto ultra-limpio en
BDLA, donde se dividi6 en 42 botellas de PC (capacidad de 2.5 y 4 L) con ayuda de una bomba
de vacio y mangueras de Teflon™. Cada botella se tapo con su tapa tipo rosca y se sell6 aplicando
una capa de la pelicula termoplastica Parafilm®. El sellado con Parafilm® incluyo el area
comprendida entre la tapa y el cuello de la botella. Las botellas selladas fueron transportadas al

incubador, donde permanecieron sumergidas por un periodo de aclimatacion de dos horas.

3.2.5 Adicion de nutrientes

Al finalizar el periodo de aclimatacion, se tomaron 30 botellas del incubador y se
transportaron al cuarto ultra-limpio, en donde se limpiaron con agua desionizada previo a la
adicion de nutrientes. Se tuvieron tres tratamientos aditivos: hierro (+Fe), nitrato (+NO3), y mixto
(+Fe+NO3). Cada tratamiento fue asignado a 10 botellas. A las botellas +Fe se les adiciono el
volumen necesario de una solucién de 25.05 umol kg! de cloruro de hierro (FeCls - 6 H,O; Acros
Organics, grado reactivo) preparada en una matriz acida 0.01 N HCI (grado Ultrex®), para
incrementar la concentracion de Feq en 10 nmol kg!. A cada botella +NOs se le adicion6 el
volumen necesario de una soluciéon de 25.05 mmol kg de nitrato de potasio (KNO3; Sigma-
Aldrich, pureza 99%), para incrementar la concentracion de NOs™ en 10 pmol kg™!. Las botellas se
taparon y sellaron con Parafilm®, se agitaron vigorosamente para homogeneizar su contenido, y se
etiquetaron con cintillos de colores para distinguir el o los nutrientes adicionados. La permanencia
de las botellas fuera del incubador no excedioé los 10 minutos. Para los controles, se reservaron 12

botellas en el incubador.

3.2.6 Muestreo destructivo durante el experimento

Durante cinco dias consecutivos se realizo un muestreo destructivo que consistio en tomar
ocho botellas del incubador cada 24 h (Figura 9): dos del control y dos por cada tratamiento aditivo
(+Fe, +Fe+NO3;, +NO3). A través de este tipo de protocolo de experimentacion se obtienen
muestras diarias y se reduce la introduccion de contaminacion (e.g., Hutchins et al., 1998). El
procesamiento de las muestras se realiz6 en el interior del cuarto ultra-limpio. Antes de ser abiertas,
la superficie de las botellas se limpid exhaustivamente con agua desionizada y se agitaron para

evitar el asentamiento de células del fitoplancton. Como se aprecia en la figura 9, de cada botella

12



se tomaron 900 mL para el analisis de metales traza disueltos, 630 mL para clorofila-a en células
> (.7 um, 630 mL para clorofila-a en células > 5 pm, 250 mL para la abundancia relativa de los
grupos fitoplanctonicos del macro y nanofitoplancton, 40 mL para la identificacion de
picoplancton, y 50 mL para nutrientes inorganicos. Las submuestras correspondientes a las

condiciones ambientales se obtuvieron directamente de los bidones, y las botellas del tiempo

inicial (t=0) inmediatamente después de la aclimatacion.
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Figura 9. Representacion del muestreo destructivo. Cada 24 h durante cinco dias consecutivos se retiran ocho botellas del
incubador (dos botellas de control, y dos botellas por cada uno de los tres tratamientos aditivos). Después de limpiar y agitar una
botella, se toman las submuestras para los distintos analisis.

3.3 Analisis de variables quimicas y biologicas

3.3.1 Metales traza y nutrientes inorgdnicos

La submuestra de agua de mar para el analisis de metales traza fue la primera que se tomo
durante el muestreo destructivo, reduciendo asi el riesgo de contaminacion. La manipulacion de la
submuestra se llevo a cabo con guantes de polietileno dentro del cuarto ultra-limpio. Para obtener
la fase disuelta de las submuestras, con ayuda de una bomba de vacio se filtraron 900 mL de agua
a través de filtros de PC Nucleopore™ (0.2 uM de tamafio de poro y 47 mm de didmetro) montados
en un cono de filtracion de polisulfona limpio. El filtrado se recolectd en una botella de LDPE de
1 L, y se acidifico a un pH ~2 por medio de una adicién de 1 mL de HNO3 concentrado Ultrex®

(Kremling et al., 1999).
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El Feq en las submuestras se determind con base en un método de extraccion organica
(Bruland et al., 1979), con una retroextraccion adicional (Komjarova y Blust, 2006; Félix-
Bermudez et al., 2020, 2023). Primero, se pesaron 250 g de la submuestra, los cuales se vertieron
en un embudo de separacion de Teflon™ de 500 mL. Se agregd acetato de amonio 1 M para
amortiguar el pH de la muestra a 4.5. Después, se pre-concentrd el Feq con la adicion de 1 mL de
una mezcla (razon de 1.1%) de 1-pirrolidina ditiocarbamato de amonio (APDC, pureza del 99%)
y dietilditiocarbamato de dietilamonio (DDDC, pureza del 97%), seguido de una agitacion
vigorosa de un minuto. Luego, las muestras se sometieron a una doble extraccion organica que
consiste en la adicion secuencial de 8 y 6 mL de cloroformo (grado HPLC), seguida de agitaciones
de 2 minutos. Después de cada extraccion, se recupero el cloroformo en un embudo de separacion
de Teflon™ de 100 mL. Finalmente, se realizé una retroextraccion con 3 mL de agua desionizada
y 100 pL de HNOs (Ultrex®) sobre el cloroformo recuperado. Las fases se separaron durante 5
minutos, y se descarto el cloroformo.

La concentracion de Feq en el sobrenadante se determind con espectrometria de absorcion
atomica con horno de grafito utilizando un equipo Agilent 280Z AA con correccion de fondo
Zeeman. Como control de calidad de este método analitico, se determind la concentracion
promedio de Feq (6.25 + 0.185 nmol kg™, n=4) en materiales de referencia certificados de agua de
mar costera del National Research Council Canada (NASS-7), que fue similar al valor certificado
6.16 £ 1.97 nmol kg' y representd un porcentaje de recuperacion de 101.5 + 3.004%. La
determinacion de Feq en los blancos de reactivo produjo un promedio de 0.109 £ 0.026 nmol kg
(n=38), y el limite de deteccion del método fue 0.04 nmol kg™

Para el analisis de la concentracion de macronutrientes inorganicos (NOs™, POs*, y H2SiO4)
se filtraron 50 mL de agua con filtros Whatman GF/F (0.7 pm) previamente combustionados. El
filtrado se congelo a -20 °C en botellas de LDPE hasta su analisis colorimétrico en himedo con
un autoanalizador de flujo continuo segmentado Seal Analytical AA3-HR (Armstrong et al., 1967;
Gordon et al., 1993; Lee-Sanchez et al., 2022). El limite de deteccion fue 0.063 = 0.038 uM para
para el NO3, 0.045 £ 0.026 pM para el POs>, y 0.079 + 0.025 uM para el H>SiOs. La precision
del método analitico se estim6 con medidas repetidas de materiales de referencia para nutrientes
inorganicos en agua de mar producidos por Kanso Technos (RMNS), de los lotes CI (14.53 +0.051
umol NOs™ L!; 0.97 £ 0.008 umol PO4>" L!; 8.45 £ 0.101 pmol H>SiOs L) y CC (31.75 £ 0.246
pmol NOs™L;2.13£0.019 pmol PO4* L!; 88.25 + 0.492 umol H2SiO4 L™!). Las concentraciones
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promedio obtenidas para el lote CI (CC) fueron 14.53 + 0.0082 (31.74 £ 0.0107) pmol NO; L
(n=4), 0.977 £ 0.001 (2.14 £ 0.006) pmol POs* L (n=4) y 8.45+0.019 (88.20 £ 0.1115) pmol
H,SiO4 L' (n=4). Estos valores representan, respectivamente porcentajes de recuperacion de
100.05% y 99.98% para el NOs", 100.70% y 100.50% para el PO4>, y 100.02% y 99.95% para el
H2Si04.

3.3.2 Determinacion de clorofila-a, y abundancia e identificacion del fitoplancton

Ademas de analizar la concentracion de clorofila-a total (Clor-aroar: Clor-a > 0.7 um), se
determinaron los niveles de clorofila-a en diferentes fracciones de tamafio de células
fitoplanctonicas: células grandes (Clor-agrandes) y células chicas (Clor-achicas) de acuerdo con
Wilkerson et al. (2000). De cada botella, se filtraron 630 mL a través de filtros Whatman GF/F
(~0.7 pm de tamafio de poro y 25 mm de didmetro) para determinar la Clor-atotwl. Para determinar
la Clor-agrandes correspondiente a la fraccion de células grandes (Clor-a > 5 um), se filtraron 630
mL adicionales con filtros Nucleopore™ de PC (~5 um de tamafio de poro y 25 mm de didmetro).
La diferencia entre la Clor-aTtota y 1a Clor-agrandes corresponde a la Clor-achicas (0.7-5 pm). Los filtros
con muestra se almacenaron dentro de botellas de vidrio y la extraccion de pigmentos se realizd
mediante la adicion de 10 mL de acetona al 90% a cada botella y su incubacién durante 24 h dentro
de un refrigerador bajo condiciones de oscuridad (Venrick y Hayward, 1984). La concentracion de
clorofila-a se determiné por espectrofotometria UV-Visible en un espectrofotometro Varian Cary®
50 (Jeftrey y Humphrey, 1975).

Las submuestras para la identificaciéon y cuantificacion de células de micro y nano
fitoplancton se almacenaron en botellas oscuras de 250 mL y se fijaron con una solucién
acidificada de Lugol (4%). Posteriormente, la identificacion y cuantificacion de células se llevo a
cabo por microscopia invertida (Hasle, 1978; Utermohl, 1958). Por otra parte, las muestras para la
cuantificacion de picofitoplancton se fijaron con una solucion amortiguada de formalina (1%) y se
refrigeraron en la oscuridad. Previo a su conteo por microscopia de epifluorescencia (Maclsaac y
Stockner, 1993), se obtuvo la fraccién de tamafio del picofitoplanton utilizando filtros de PC con

tamafio de poro de 0.2 um.
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3.4 Procesamiento de datos

3.4.1 Variables satelitales

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron diversas bases de datos satelitales. Se
descargaron datos satelitales de TSMsa: y de Clor-asas mapeados de la mision de la NASA Aqua-
MODIS con resolucion de 4 km (https://oceancolor.gsfc.nasa.gov/products/) extraidos para el GC
(NASA OB.DAAC, 2019; 2023). Los datos extraidos de Aqua-MODIS incluyeron climatologias
estacionales y mensuales entre 2002 y 2023, asi como imdagenes diarias para el dia del muestreo
(5 de septiembre de 2019). Adicionalmente, se obtuvieron climatologias semanales de
productividad primaria neta satelital (http://sites.science.oregonstate.edu/ocean.productivity/) con
resolucion de 4 km calculadas con el modelo CbPM-2 (Westberry et al. 2008).

Se utilizaron los programas de computo OceanDataView 5.6.5 (Schlitzer, 2023;
https://odv.awi.de) y SeaDAS 7.5.3 (NASA OB.PG, 2019; https://seadas.gsfc.nasa.gov/) para
procesar los archivos satelitales y elaborar iméagenes superficiales. Finalmente, con el fin de
evaluar si las condiciones en el incubador fueron similares a las que se observaron in situ en la
estacion IroNMex (Figuras 8d—¢), se tomaron datos horarios de temperatura del aire sobre el
continente y radiacion solar del modelo MERRA-2 para el periodo comprendido entre septiembre

5y 11 de 2019 (GMAO, 2019a, 2019b; https://disc.gsfc.nasa.gov).

3.4.2 Hidrografia y parametro de estratificacion

Los datos de temperatura y salinidad del CTD fueron convertidos a temperatura
conservativa (®) y salinidad absoluta (S4) mediante el software Ocean Data View (Schlitzer, 2023;
https://odv.awi.de), con la herramienta de conversion basada en “Thermodynamic Equation Of
Seawater — 2010 (TEOS-10). Con el objetivo de identificar las masas de agua presentes durante
la colecta de agua se elabor6d un diagrama T-S, tomando como referencia los rangos de ©® y Sy
reportados por Portela et al. (2016) para las distintas masas de agua del golfo. Adicionalmente,
como referencia, se incluyeron perfiles de ® y Sy reportados por el World Ocean Atlas (WOA;
2018) para el GC durante el mes de septiembre.

Para analizar la intensidad de mezcla de la columna de agua, se calcul6 el parametro de

estratificacion (¢) con base en la ecuacion de Simpson y Bowers (1981):
1 ch _
b=+, (p—p)gzdz,
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donde ¢ es la energia [J m™] necesaria para mezclar la columna de agua (e.g., = 0 J m™ para una
columna de agua totalmente mezclada y ¢ >0 para incrementos en el grado de estratificacion), &
es la profundidad maxima de integracion [m], g representa la aceleracion gravitatoria [m s?], p es
la densidad del agua de mar determinada en cada punto de profundidad [kg m™], p es la densidad
promedio en la columna de agua [kg m™], z es la coordenada vertical [m], y dz es el incremento de
la profundidad entre cada punto. En este trabajo se seleccioné 2 = 100, ya que el desarrollo del

fitoplancton est4 vinculado con la disponibilidad de luz y nutrientes en esta capa.

3.4.3 Analisis estadistico

Los resultados del experimento de adicion de nutrientes se validaron estadisticamente
utilizando una suma de rangos de Mann-Whitney debido a las caracteristicas no-paramétricas de

los datos.

4. RESULTADOS

4.1 Condiciones ambientales

4.1.1 Imagenes satelitales

La estacién IroNMex se ubica en el extremo sur del NGC, una region en donde cada verano
las aguas superficiales se caracterizan por ser célidas (TSMsa>30° C) y oligotroficas (Clor-asa <
0.5 mg m; Figura 3). El dia del muestreo (5 de septiembre de 2019), las altas temperaturas no
fueron exclusivas del NGC, detectandose en la mayoria de las regiones del golfo excepto en el
Canal de Ballenas y la costa peninsular del sur del GC (Figura 10%). Por su parte, la Clor-asat tuvo
una distribucion més compleja (Figura 10b): si bien se registraron concentraciones inferiores a 0.5
mg m= en el NGC (estacion IroNMex incluida) y en la extensa region surefia del golfo, se
observaron focos de alta concentracion de Clor-ass (>3 mg m?) en el AG y la RGI.

Al igual que fue reportado para las concentraciones de clorofila-a, las tasas de
productividad primaria neta (PPNsa) estimadas por el modelo CbPM durante verano confirmaron
la presencia simultdnea tanto de aguas altamente productivas como oligotroficas en distintas
regiones del GC. Durante la semana en que se realizé el muestreo (Figura 11%), asi como en la

semana posterior (Figura 11b), los valores de PPN, en la estacion [roNMex y en el centro del giro
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superficial del NGC se mantuvieron por debajo de 1000 mg C m™ d'!. Este desierto en términos
de su baja productividad primaria estuvo rodeado por aguas productivas al sur y norte, con PPNy
superiores a 2000 mg C m2d! enlaRGI, y 23000 mg C m2d"! enel AGC (Figura 11). Finalmente,
al sur de la RGI se observaron los valores de PPN (< 500 mg C m? d'') mas bajos de todo el GC.
Cabe mencionar que la PPN, no tiene una relacion directa con la produccion nueva, la cual se
encuentra fundamentada en aportes externos de nutrientes (Cullen, 1991). En consecuencia, la
magnitud de los valores de PPNs, indican que el agua de mar superficial en la estacion IroNMex
es parte de un sistema caracterizado por bajas tasas de productividad, independientemente de si

son soportadas por reciclaje interno o nuevos aportes de nutrientes.

TSM,,[°C]
EUA

Clor-a,,, [mg m’]

EUA

IroNMex " IroNMex
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b \

k;/
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Figura 10. (a) Temperatura superficial del mar (TSMsa) y (b) clorofila-a (Clor-asa) en el Golfo de California detectadas por
satélite el 5 de septiembre de 2019. Imdgenes Aqua-MODIS con resolucion espacial de 4 km. En la figura se sefialan: estacion
IroNMex (tridngulo invertido rosa), Bahia de los Angeles (BdLA), Alto Golfo de California (AGC), Norte del Golfo de California
(NGC), Region de las Grandes Islas (RGI), y los estados mexicanos que bordean el GC (Baja California, Baja California Sur y
Sonora).

La simultaneidad de condiciones de alta y baja productividad en las aguas del GC durante
verano es el reflejo de importantes contrastes espaciales de la disponibilidad de nutrientes entre
las distintas regiones del golfo, asi como de la presencia o ausencia de mecanismos fisicos para su
reabastecimiento. En el caso del desierto oligotroficos localizado al norte del GC, es evidente que
las tasas de consumo bioldgico de nutrientes superan a las de sus aportes hacia la zona eufoética.
Asi, la estacion [roNMex presento las condiciones calidas (29.56° C) y oligotréficas (0.31 mg

Clor-asat m> y 945.84+378.36 mg C m™ d!) ideales para comprobar experimentalmente si el Fe,
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el N o su combinacion, limitan a la comunidad de fitoplancton que habita uno de los grandes

desiertos oceanicos que se forman en el GC durante el verano.
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Figura 11. Tasas promedio de productividad primaria neta (PPNsa) en el Golfo de California para 8 dias: (a) periodo que incluye
el dia del muestreo (5 de septiembre del 2019) y (b) periodo después del muestreo. Las tasas de PPN fueron estimadas por el
modelo CbPM basado en produccion de carbono. En la figura se sefialan: sitio [roNMex (triangulo invertido rosa), Alto Golfo de
California (AGC), Norte del Golfo de California (NGC), Region de las Grandes Islas (RGI), y los estados mexicanos que bordean
el GC: Baja California, Baja California Sur y Sonora.

Una pregunta que surge es qué tan representativos son los valores de TSMsa;, Clor-asat y
PPNia detectados en la estacion [roNMex durante septiembre de 2019 de los valores “tipicos” para
este mes en el NGC. Para responder a esta pregunta, se calcularon las anomalias de temperatura,
Clor-asat y PPN (ATSMgat, AClor-asat y APPNiat, respectivamente) del afio 2019 con respecto a
promedios mensuales (i.e., climatologias) del periodo 2003—2020. Con relacion a la climatologia
mensual del periodo analizado, las aguas en la estacion IroNMex presentaron temperaturas
superficiales mas frias, concentraciones menores de Clor-asa y tasas mas bajas de PPNsa (no
mostrada) durante la mayoria de los meses de 2019 (Figura 12). Sin embargo, las anomalias
(ATSMgat = -0.075° C; AClor-asy = -0.175 mg m™) calculadas para el mes de septiembre de 2019
estuvieron muy proximas a condiciones neutras (i.e., anomalia = 0). Estos resultados sugieren que
la fecha de colecta de agua para el experimento fue representativa de las condiciones de
temperatura y clorofila-a tipicamente encontradas durante el mes de septiembre en el NGC,

ampliando la relevancia de los resultados presentados en esta tesis.
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Figura 12. (a) Anomalias de temperatura superficial del mar satelital (ATSM;a) y (b) clorofila-a satelital (AClor-asa) en la estacion
IroNMex para el ario 2019. Las anomalias se calcularon como la diferencia entre las climatologias mensuales de TSMa: (v Clor-
asa) en el periodo de 2003 a 2020 y las climatologias mensuales de TSMsa (v Clor-asa) de 2019. Las flechas negras seiialan las
anomalias de septiembre de 2019, mes en el cual se realizo la colecta de agua. Las anomalias cercanas a los valores tipicos

(ATSMsar = 0; AClor-asae = 0) indican que el agua recolectada es representativa de las condiciones oligotroficas que suelen
presentarse en los desiertos que se forman en el NGC durante el verano.

4.1.2 Perfil de PAR y determinacion de la zona eufotica

El dia de la colecta de agua de mar (5 de septiembre de 2019), los lanzamientos del sensor
cuantico (Figura 13) y del disco de Secchi revelaron una zona eufotica profunda en la estacion
IroNMex. Justo bajo la superficie en el punto de muestreo, el sensor cudntico detect6 una radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) de ~146 E m™ d"! favorecida por un cielo totalmente despejado y
un mar en calma. En la profundidad de colecta de agua (entre 5 y 10 m) se observo un rango de
PAR de 60-90 E m™ d!, correspondiente al 40-60% de la PAR en superficie (Figura 13). A partir

de un ajuste exponencial para el perfil de PAR, se calcul6 una profundidad de ~75 m para la zona
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eufotica. Con el disco de Secchi (visible hasta los 21.5 m), se calcul6 una profundidad de la zona
eufotica similar (~60 m). Toda esta evidencia apunta a una penetracion profunda de la luz a través
de una columna de agua oligotrofica que fue muestreada para el experimento de adicién de

nutrientes.

PAR [E m2 d-]
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Figura 13. Perfiles verticales de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) durante la colecta de agua de mar en el punto de
muestreo [roNMex el 5 de septiembre de 2019. La linea segmentada negra es un ajuste exponencial aplicado al perfil de PAR para
el cual se incluye la ecuacion. La barra gris seiiala la profundidad de colecta de agua de mar (5—-10 m). La linea punteada gris
indica la profundidad hasta la cual fue visible el disco de Secchi.

4.1.3 Hidrografia de la columna de agua

Los perfiles de temperatura conservativa (®) y salinidad absoluta (S4) tomados con el CTD
revelaron la presencia de una masa de agua calida (18.5-29.8° C) y salada (35.24-35.84 gkg') en
los primeros 100 m de profundidad del sitio de muestreo IroNMex durante la colecta de agua para
los experimentos (Figura 14). Los valores maximos de ® y S4 fueron constantes desde la superficie
hasta ~22 m de profundidad, a partir de donde se presentaron haloclina y termoclina pronunciadas.
La profundidad de la capa de mezcla fue calculada a partir de una diferencia de densidad potencial

(>0.125 kg m™) con respecto de la superficie, y se determiné que se encontraba a ~20 m. Bajo los
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24 m de profundidad los perfiles de ® y S4 describen una tendencia de decremento continua. La
gran diferencia de ® entre la superficie y los 100 m de profundidad (A® = 11.3° C), sugiere una

columna de agua altamente estratificada.

Temperatura Conservativa © [° C]
15 20 25 30 35

Profundidad de colecta de agua de mar

10 1

20 1

Profundidad de la capa de mezcla

30
S
40 A
50

60 -

Profundidad [m]

70 1

Profundidad de la zona eufotica

80 1

90

100 . . ‘ .
35.0 35.2 354 35.6 35.8 36.0

Salinidad Absoluta [g kg™
Figura 14. Perfiles verticales de temperatura conservativa (0) y salinidad absoluta (S4) hasta 100 m de profundidad tomados por

el CTD el 5 de septiembre de 2019 en la estacion IroNMex. Se sefialan las profundidades de la colecta de agua de mar (5—-10 m),
de la capa de mezcla (0-24 m) y la de zona eufotica (072 m).

La totalidad de los datos de ® y S4 recuperados por el CTD pertenecen a los rangos del
AGC (@ > 12° C; S4 > 35.1 g kg'!) de acuerdo con Portela et al. 2016, como se muestra en el
diagrama T-S de la figura 15. Cabe mencionar que estos datos caen dentro de lo que se ha reportado

en el GC durante el mes de septiembre de acuerdo con perfiles historicos de ® y Sy del WOA
(2018).
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Figura 15. Diagrama de temperatura conservativa (0) y salinidad absoluta (Sa) para datos de CTD registrados el 5 de septiembre
de 2019 en la estacion [roNMex (triangulos invertidos rosas), y datos reportados para el mes de septiembre por el World Ocean
Atlas (2018) en el Golfo de California (circulos negros). Los recuadros negros indican los rangos de © y SA para las distintas
masas de agua presentes en el Golfo de California de acuerdo con Portela et al. (2016): Agua del Golfo de California (AGC),
Agua Tropical Superficial (ATS), Agua de la Corriente de California (ACC), Agua Subtropical Subsuperficial (AStSs) y Agua
Intermedia del Pacifico (AIP). Se grafican también isopicnas para la anomalia de densidad potencial (o) referida a la presion a
0 m de profundidad (0 dbar).

Con el objetivo de evaluar la estabilidad de la columna de agua entre los 0 y 100 m de
profundidad, se calcul6 el pardmetro de estratificacion (®). Este parametro representa la energia
necesaria para mezclar la columna de agua en un rango de profundidad determinado (Simpson y
Bowers, 1981). El valor de ® obtenido indicé que era necesario un evento de energia igual o
superior a 288.46 ] m™ para desestabilizar la columna de agua en la estacion IroNMex durante el
periodo de colecta de agua. En otras palabras, el agua que se utiliz6 en los experimentos de adicion
de nutrientes se recolectd en la seccion superficial de una columna de agua altamente estratificada
y estable. Lo anterior apunta a que el agua de mar recolectada sea pobre en biomasa de fitoplancton

y concentracion de nutrientes.

4.1.4 Variables biologicas y nutrientes

El sensor de fluorescencia del CTD detecto bajas concentraciones de clorofila-a (Clor-ar)
a lo largo de su recorrido en la columna de agua (Figura 16). En la zona euf6tica, se registré un
rango de Clor-ar de 0.2-3.3 mg m>. Los valores mas bajos (Clor-ar < 0.5 mg m™) se encontraron
en los primeros 20 m de profundidad, dentro de la capa de mezcla (Figura 16). Cabe mencionar

que no existieron diferencias significativas (p>0.05) entre los niveles de Clor-ar promedio
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calculados en los primeros 20 m de profundidad (0.40+0.14 mg m™) comparados con los valores
de Clor-asx detectados por satélite (0.40 mg m™). Por debajo de 20 m de profundidad, justo después
de la capa de mezcla, los niveles de Clor-ar comenzaron a incrementar gradualmente hasta alcanzar
un maximo a los 36 m de profundidad (3.3 mg m™). No obstante, el agua de mar recolectada para

el experimento de adicion de nutrientes se encontro fuera de este maximo profundo de Clor-ar.

Clor-a, [mg m'3]

00 05 10 15 20 25 30 35

Profundidad de colecta de agua de mar

Profundidad de |a capa de mezcla

40

Profundidad [m]

Profundidad de la zona eufética

80

100

Figura 16. Perfil vertical de clorofila-a (Clor-ay) hasta 100 m de profundidad tomados por el CTD el 5 de septiembre de 2019 en
la estacion [roNMex. Se seiialan las profundidades de la colecta de agua de mar (5—-10 m), de la capa de mezcla (0-24 m) y la de
zona eufotica (0-72 m).

De manera consistente con los datos de fluorescencia reportados por el CTD, la
concentracion de clorofila-a total (Clor-awta) medida en muestras de agua de mar recolectadas
entre 5y 10 m de profundidad fue de 0.32+0.02 mg m™. El 69% (0.22+0.01 mg m™) de la Clor-
awtal medida en las botellas pertenecid a células o particulas grandes (>5 um; Clor-agrandges). La
fraccion restante (31% de la Clor-agrar; 0.10£0.03 mg m™), correspondi6 a la clorofila-a en células
o particulas pequenas (0.7-5 um; Clor-achicas). Por lo tanto, la biomasa de fitoplancton en el agua
recolectada de la estacion [IroNMex se encontraba dominada por grupos de tallas mas grandes, a
pesar de las bajas concentraciones de Clor-asotal.

En términos de abundancia celular de las clases de tamafio grandes (micro y nano
fitoplancton), se cuantificaron apenas 10 mil células L' en la muestra de agua recolectada para el

experimento de adicion de nutrientes. Esta comunidad consistio en una mezcla de diatomeas y
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dinoflagelados, en la cual los géneros mas representados fueron Nitzschia sp. (diatomea),
Heterocapsa sp. (dinoflagelado) y Chaetoceros sp. (diatomea), en orden descendente de
abundancia absoluta. En comparacion, se calculé un promedio de 6 + 1 millones células L de la
clase de tamafios del picofitoplancton.

Las bajas concentraciones de clorofila-a que se encontraron en los primeros 20 m de la
estacion IroNMex apuntan a una posible escasez de nutrientes en la region. Esto fue confirmado a
partir del andlisis de agua de mar recolectada en la estacion IroNMex entre 5 y 10 m de
profundidad, en el cual se encontraron niveles de macronutrientes extremadamente bajos:
50.0 = 0.02 nmol kg! de NO3™y 0.86 = 0.01 umol kg™!' de PO4>". En el caso del H2SiOs y el Feq,
las concentraciones (7.7 + 0.36 umol kg! y 1.2 £ 0.16 nmol kg, respectivamente) fueron
intermedias.

En resumen, las condiciones ambientales durante el 5 de septiembre de 2019 en la estacion
de muestreo [roNMex, sugieren que el agua de mar con la cual se realizaron los experimentos de
adicion de nutrientes es inequivocamente una muestra de un sistema oligotréfico pobre en

nutrientes y metales bioesenciales, y bajo en biomasa y abundancia de fitoplancton.

4.2 Experimento de adicion de nutrientes

4.2.1 Condiciones iniciales: después de la aclimatacion en incubador

Después transportar el agua de mar recolectada de la estacion IroNMex a los laboratorios
de BDLA, y de la aclimatacion de las botellas en el incubador, se tomaron muestras para medir los
niveles de nutrientes, clorofila-a y fitoplancton después de la aclimatacion (Tabla I). En general,
las concentraciones de nutrientes y de Feq fueron similares a los valores ambientales, con
excepcion del NOs™, cuya extremadamente baja concentracion in situ en la estacion IroNMex (50.1
nmol kg!) se redujo atn més (15.5 nmol kg™') hacia el comienzo del experimento. En cuanto a la
Clor-asol, la concentracion inicial (0.22 mg m™) fue similar a la que fue observada in situ (0.32
mg m™), y se mantuvo en el rango de baja clorofila-a (<0.5 mg m™). Sin embargo, se observo un
aumento (decremento) de 15% en el porcentaje de Clor-asa representado por Clor-agrandes (Clor-
achicas). LOS géneros mas abundantes in sifu también fueron los mas representados después de la
incubacion, con la adicion de Bacteriastrum sp. (diatomea).

Por lo tanto, se considera que el procedimiento para transportar, separar y acondicionar las

muestras no alteré significativamente las condiciones ambientales observadas en el punto de
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muestreo, y preservo en estas el caracter oligotrofico que se buscaba para realizar el experimento

de adicion de nutrientes.

Tabla 1. Resumen de las condiciones ambientales (estacion IroNMex) e iniciales (después de la aclimatacion en incubador de
Bahia de los Angeles) del experimento de adicion de nutrientes

Condiciones in situ  Condiciones iniciales

Temperatura [° C] 29.9 30.9
Irradiancia fotosintéticamente activa [E m™? d”'] 60-90 75
Pardmetro de estratificacion [J m~] 288 -
Profundidad de capa de mezcla [m] 20 -
Fey [nmol kg'] 1.17 1.35
NO5 + NO;y [nmol kg''] 50.1 15.6
PO/ [umol kg'] 0.85 0.84
HSiO4 [umol kg''] 7.63 732
“Clor-asom [mg m3] 0.32 0.22
bClor-agrandes [mg m] 0.22 0.19
¢Clor-achicas [mg m>] 0.10 0.03
Abundancia de nano y microfitoplancton [10? células L] 1 31
Abundancia de picofitoplancton [10° células L] 6 7

“*Clor-aom = Clor-a de células >0.7 um; *Clor-agranaes= Clor-a de células >5 um; y
Clor ~Achicass — Clor -Utotal -Clor: ~Ugrandes-

4.2.2 Efecto de la adicion de nutrientes sobre las variables quimicas

En las botellas control, las concentraciones de hierro y macronutrientes tuvieron una
evolucion distinta con el paso de las horas de incubacion. En el caso del Feq, se observd una
tendencia de decremento promedio de 12% (Figura 17a). En particular, la tendencia de decremento
fue mas intensa durante las primeras 48 h de incubacion (>40%). Por otra parte, el NO3™ se mantuvo
extremadamente bajo (<0.1 pmol kg!) durante todo el experimento (Figura 17b). No obstante, la
concentracion de este macronutriente aumento6 ligeramente a partir de las 72 h, pasando de 7.4
nmol kg! a una concentracion final de 71+8.1 nmol kg™!'. E1 PO4* (Figura 17¢) y el H2SiO4 (Figura
17d), tuvieron tasas de decremento promedio relativamente bajas y constantes (2% y 3%,
respectivamente) en comparacion con la del Feq. Asi, en las botellas control, los niveles de Feq,
PO.* y H,Si04 disminuyeron con el tiempo, mientras que el NOs™ aument6 ligeramente.

En el tratamiento +Fe, el método de analisis detectd un maximo de 11.3+0.122 nmol Feq
kg! a partir de la adicion de la solucién de FeCls (Figura 17¢). Esta concentracion méxima
disminuy6 con el tiempo, con una tasa del 76% en las primeras 24 h de incubacion, y después con
una tasa promedio de 15% entre las 24 h y el final del experimento. En este mismo tratamiento, la
concentracion de NO3™ vari6 de forma similar a las botellas control, manteniéndose debajo de 0.1

umol kg! y alcanzo un maximo (38 nmol kg™ a las 96 h de incubacion (Figura 17f). Cabe resaltar
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que la adicion de FeCls de grado reactivo no resulté en un aumento inicial de NO3". Tanto los
niveles de PO4> (Figura 17g) como el H2SiO4 (Figura 17h) evolucionaron de forma similar a los
de las botellas control, con una tasa de decremento promedio del 3% y 1%, respectivamente. Ast,
la adicion de FeCls tuvo un efecto similar sobre los macronutrientes al observado en las botellas
control, mientras que el pulso inicial de hierro fue removido mas rapidamente que en el control.

En las botellas que recibieron la adicion del tratamiento +NO3 se observo un maximo en la
concentracion de NOs™ de 9.79+0.011 umol kg! (Figura 17)) en el inicio del experimento que se
redujo gradualmente durante la incubacion a una tasa promedio del 2% hasta alcanzar una
concentracién final de 9.31 umol kg'. Por otro lado, se observé un decremento del 57% en la
concentracion de Feq durante las primeras 24 h (Figura 171), y después con una tasa promedio de
7% durante el periodo restante de experimentacion. Alrededor del 78% del Feq fue removido al
cabo de 120 h de incubacion, equivalente a una reduccion en la concentracion de Feq de
aproximadamente 1 nmol kg™'. Al igual que la solucién aditiva del tratamiento +Fe, la solucién de
KNO3 (grado de pureza del 99%) no introdujo Feq a las botellas con el tratamiento +NO3. Por su
parte, los niveles de PO4>" y H>SiO4 también decrecieron ligeramente con el paso de las horas en
tasas promedio del 5% (Figura 17k) y 2% (Figura 171), respectivamente. En comparacion con las
botellas control, bajo el tratamiento +NOs3 se observaron tendencias promedio de decremento de
Feq y PO+ mas pronunciadas, una evolucion de los niveles de H>SiO4 similar al control, y una
tendencia baja de decremento de NOs".

El tratamiento +Fe+NOs3 tuvo el mayor efecto sobre la concentracion de macronutrientes y
de hierro en las botellas durante el experimento (Figura 17m-p). La concentracion de Feq se redujo
con el tiempo a una tasa del 80% en las primeras 24 h de incubacion después de la introduccion de
la solucidn aditiva, y después con una tasa promedio de 37% (Figura 17m). En ambos periodos,
estas tasas de decremento en la concentracion de Feq fueron mas intensas que en las botellas control
y en las botellas con tratamiento +Fe. La concentracion final de Feq fue 0.31+0.13 nmol kg™,
similar a la obtenida en el tratamiento +NOs, y mas baja que la obtenida en las botellas control y
+Fe. En el caso del NO3’, se registr6 un maximo al inicio de la incubacion que se mantuvo
relativamente constante hasta las 72 h de experimento (Figura 17n). No obstante, entre las 72 y 96
h de incubacion, se observo una reduccion del 99% en los niveles de NO3", resultando en una
concentraciéon (~40 nmol kg!') similar a la observada in situ (~50 nmol kg!). Tanto el PO4>

(Figuras 170) como el H2S104 (Figura 17p), mantuvieron una evolucion similar al control durante
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las primeras horas de incubacion. Sin embargo, entre las 72 y las 96 h, se observo una disminucion
en su concentracion del 89% y del 72%, respectivamente. Asi, unicamente el tratamiento +Fe+NO3
resultd en un efecto sobre los nutrientes PO4>" y H,SiO4 distinto al observado en las botellas
control. Estas evidencias experimentales apuntan a una comunidad de fitoplancton limitada tanto

por NO3™ como por Feq.
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Figura 17. Concentraciones promedio de (a, e, i, m) hierro disuelto (Fea), (b, f. j, n) nitrato (NO5), (c, g, k, o) fosfato (PO+), y (d,
h, I, p) acido silicico (H2Si04) durante los cinco dias de incubacion de las botellas control (linea discontinua y circulos negros) y
de los tratamientos: + Fe (linea continua y triangulos rojos), +NOs (linea continua y cuadrados azules), y +Fe+NO; (linea
continua y rombos amarillos). En el eje “x” de tiempo se incluye: 1) el momento en que fue visitada la estacion IroNMex,
representando en “y” la concentracion in situ (1.s.); 2) el comienzo del experimento a partir de la aclimatacion de las botellas y
Jjusto antes de la adicion de cada tratamiento (0 h); y 3) cinco tiempos adicionales de muestreo en intervalos de 24 h. Se sefiala
con una linea gris el comienzo de la incubacion que corresponde con la adicion de los tratamientos. Se presentan las desviaciones
estandar a manera de barras de error, aunque en algunos casos los valores son mas pequenios que los simbolos. En el control y el
tratamiento +Fe, las concentraciones de NOs detectadas por el instrumento de andalisis fueron <0.1 umol kg™ durante todo el
experimento.
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4.2.3 Efecto de la adicion de nutrientes sobre la clorofila-a

En las botellas control, los niveles de clorofila-a total (Clor-aswt) se mantuvieron por debajo
de 0.5 mg m™ durante todo el experimento (Figura 18a). La concentracion de Clor-ator al comienzo
de la incubacion fue 0.22+0.02 mg m~. El maximo de Clor-ai (0.45+0.04 mg m™) se presentd al
cabo de 96 h, decreciendo a 0.41+0.01 mg Clor-aw m™ al término de la incubacion.

En cuanto a los tratamientos aditivos, el tratamiento +Fe fue el inico que no tuvo un efecto
evidente sobre la concentracion de Clor-awt, ya que no se detectaron diferencias significativas
(»>0.05) con respecto a los niveles de Clor-ai en las muestras control (Figura 18 b). Tanto en las
botellas control como en el tratamiento +Fe, la Clor-awt se mantuvo en un rango <0.50 mg m™
durante toda la incubacion, alcanzando un maximo de 0.47+0.31 mg m™ a las 96 h, similar al del
control. No obstante, al término de la incubacion, la concentracion de Clor-ai en las botellas +Fe
(0.242£0.05 mg m™) fue inferior a la de las botellas control (0.41£0.01 mg Clor-a: m™).

En un marcado contraste con el tratamiento +Fe, las concentraciones de Clor-aw: en las
botellas con el tratamiento +NO3 presentaron un incremento significativo (p<0.05) con respecto al
control (Figura 18c). Los valores de Clor-aswt en las botellas superaron los 0.50 mg m™ a partir de
las primeras 24 h de haber sido fertilizadas con KNO3. La méxima concentracion de Clor-atotal
(1.00+0.02 mg m™) se registro al finalizar el experimento. Esto es especialmente relevante ya que,
en un lapso de 120 h, la Clor-aw: incremento6 su concentracion 4.5 veces. Estos resultados indican
que los enriquecimientos con nitrato favorecieron el crecimiento del fitoplancton en muestras
colectadas en el gran desierto marino del NGC que se forma durante verano.

De manera similar al tratamiento +NOs3, la concentracion de Clor-aw: en las botellas
fertilizadas con el tratamiento mixto (+Fe+NOs; Figura 18d) fue significativamente mayor
(»<0.05) que en las botellas control. De hecho, justo como fue descrito para las botellas +NOs, las
concentraciones de Clor-aw en el tratamiento mixto se acercaron a 0.5 mg m™ después de un
periodo de incubacion de 24 h. Sin embargo, el tratamiento mixto alcanz6é un maximo de Clor-asor
(1.29 mg m™) que fue superior y se produjo 24 h antes que el maximo detectado en el tratamiento
+NO;s. Este incremento es muy importante, ya que, en tan solo 96 h, la clorofila-a aument6 5.8
veces en comparacion con la concentracion inicial. Estos resultados sugieren que los suministros
de hierro, por su cuenta, no estimulan un incremento en la clorofila-a en las aguas superficiales
oligotroficas del NGC durante verano. Para tener este efecto, son necesarios pulsos combinados

de hierro y nitrato.
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Figura 18. Clorofila-a total (Clor-aw:) en las botellas control (linea discontinua y circulos negros) y de los tratamientos: +Fe
(linea continua y triangulos rojos), +NOs3 (linea continua y cuadrados azules), y +Fe+NOs (linea continua y rombos amarillos).
En el eje “x” de tiempo se incluye: 1) el momento en que fue visitada la estacion IroNMex, representando en “y” las
concentraciones in situ (1.s.),; 2) el comienzo del experimento a partir de la aclimatacion de las botellas y justo antes de la adicion
de cada tratamiento (0 h); y 3) cinco tiempos adicionales de muestreo en intervalos de 24 h. Se seiiala con una linea gris el
comienzo de la incubacion que corresponde con la adicion de los tratamientos. Se presentan las desviaciones estandar a manera
de barras de error, aunque en algunos casos los valores son mas pequerios que los simbolos. Entiéndase Clor-aw: como la Clor-a
extraida de material >0.7 um.

En las botellas control, las fracciones de clorofila-a, extraida tanto de particulas grandes
(>5 um, Clor-agrandes) y pequeiias (0.7—5 um, Clor-achicas), S€ presentaron durante toda la incubacion
por debajo de 0.35 mg m™ y practicamente sin ningtin cambio (Figuras 19a y b). La Clor-agrandes
fue 0.19+0.04 mg m™ al inicio del experimento, alcanzé su maximo (0.34+0.06 mg m™) a las 72
h, y finalizé en 0.27+0.10 mg m>. Por su parte, la Clor-achicas al comienzo de la incubacion fue
0.03+£0.02 mg m™ e incrementd ligeramente con el paso del tiempo hasta llegar a 0.15+0.05 mg m”
3 alas 120 h. De manera similar a lo observado in situ (seccion 4.1.3), y en las condiciones iniciales
(Tabla I, seccion 4.2.1), la Clor-agrandes fue responsable por el mayor aporte de Clor-aw: (>50%)
durante toda la incubacion.

El tratamiento +Fe no alter6 significativamente (p>0.05) las fracciones de tamafio de la
clorofila-a con respecto del control (Figuras 19¢ y d). En las botellas +Fe, los niveles de Clor-
agrandes Y Clor-achicas también se mantuvieron relativamente bajas (<0.35 mg m™) durante toda la
incubacién. La Clor-agrandes alcanzé un maximo (0.31£0.19 mg m™) similar al del control a las 96

h. El méaximo en los niveles de Clor-achicas (0.22+0.13 mg m™) se present a las 48 h.
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El aumento de la Clor-aiw: observado en las botellas +NO3 (Figura 18c) estuvo dado
principalmente por un incremento en la fraccion de Clor-achicas (Figura 19f). El maximo de Clor-
achicas (0.70£0.02 mg m™) observado al término de la incubacion (Figura 19f) fue 20 veces mayor
que el valor inicial, y sobrepasé el maximo de Clor-agrandes (0.43 mg m™) a las 96 h (Figura 19e).

Finalmente, bajo el tratamiento +Fe+NQOs, se observaron incrementos significativos
(»<0.05) en las fracciones de Clor-agrandes Y Clor-achicas durante las primeras 72 h de incubacion. En
el caso de la Clor-agrandes, Un maximo de 0.62 mg m™ se presentd a las 48 horas. Por su parte, la
Clor-achicas tuvo su maximo (0.37 mg m™>) a las 72 h. Desafortunadamente, se perdieron las

muestras mas alla de este punto de tiempo.
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Figura 19. Clorofila-a aportada por las células grandes (Clor-agrandes) v células chicas (Clor-achicas) durante las 120 h de
incubacion en las botellas control (linea discontinua y circulos negros) y de los tratamientos: +Fe (linea continua y triangulos
rojos), +NOs (linea continua y cuadrados azules), y +Fe+NO; (linea continua y rombos amarillos). En el eje “x” de tiempo se
incluye: 1) el momento en que fue visitada la estacion IroNMex, representando en “y” las concentraciones in situ (i.s.); 2) el
comienzo del experimento a partir de la aclimatacion de las botellas y justo antes de la adicion de cada tratamiento (0 h); y 3)
cinco tiempos adicionales de muestreo en intervalos de 24 h. Se presentan las desviaciones estandar a manera de barras de error,
aunque en algunos casos los valores son mas pequerios que los simbolos. Entiéndase Clor-agrandes como la Clor-a extraida de
material >5 um, y Clor-achicas como la Clor-a extraida de material 0.7-5 um.
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4.2.4 Efecto de la adicion de nutrientes sobre la comunidad fitoplanctonica

Para comparar la abundancia fitoplancténica, se tomo6 como referencia el punto de tiempo
con los valores maximos de Clor-artowal. En las botellas control, el maximo de Clor-atotal (0.45 mg
m> a las 96 h; Figura 18a) estuvo dado por una comunidad de fitoplancton dominada por
picofitoplancton (~3 millones de células L', 98% de las células cuantificadas; Figura 21a), y una
baja abundancia de nano y micro fitoplancton (~60 mil células L™, 2% de las células cuantificadas;
Figura 20a). En este punto de la incubacion (96 h), los grupos dominantes del nano y
microfitoplancton fueron las bacilariofitas (91%), las cianobacterias (8%) y las dinofitas (1%)
(Figura 22). Entre ellos, los géneros mas abundantes fueron Chaetoceros spp. y Bacteriastrum spp.
(ambos de la familia Chaetocerotaceae), y la diatomea Bacilarial Nitzschia spp. A partir de las 48
h, la abundancia de picofitoplancton cay¢ hasta alcanzar niveles incluso inferiores a los observados
al inicio del experimento (Figura 21a).
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Figura 20. Abundancia celular de nano y microfitoplancton durante los cinco dias de incubacion de las botellas control (linea
discontinua y circulos negros) y de los tratamientos: +Fe (linea continua y triangulos rojos), +NOs (linea continua y cuadrados
azules), y +Fe+NO:s (linea continua y rombos amarillos). En el eje “x” de tiempo se incluye: 1) el momento en que fue visitada la
estacion [roNMex, representando en “y” la concentracion in situ (i.s.),; 2) el comienzo del experimento a partir de la aclimatacion
de las botellas y justo antes de la adicion de cada tratamiento (0 h); y 3) cinco tiempos adicionales de muestreo en intervalos de
24 h. Se sefiala con una linea gris el comienzo de la incubacion que corresponde con la adicion de los tratamientos. Se incluyen
paneles con el eje vertical magnificado para observar tendencias en el control y el tratamiento +Fe, en los cuales las abundancias
celulares determinadas por el método fueron <IE+5 células L' durante todo el experimento.
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Bajo el tratamiento +Fe, el maximo de Clor-atow (0.47 mg m~ a las 96 h; Figura 18b)
coincidid con la ocurrencia de la abundancia méxima del nano y microfitoplancton (~84 mil células

L, 3% de las células cuantificadas; Figuras 20b y 22). No obstante, el picofitoplancton fue mas
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abundante (~2 millones de células L', 97% de las células cuantificadas; Figuras 21b y 22). De
hecho, el picofitoplancton tuvo su maxima abundancia (~22 millones de células L") 24 h después
de la adicion de FeCls. Asi, a pesar de que la abundancia celular del picofitoplancton superd la del
nano y microfitoplancton, este ultimo grupo aport6 la mayor parte de la biomasa fitoplanctonica.
En este punto de la incubacion (96 h), los grupos dominantes del nano y microfitoplancton fueron
las bacilariofitas (85%), las dinofitas (12%) y los ciliados (3%), con una alta representacion de
diatomeas de la familia Bacillariaceae (Cylindrotheca spp. y Nitzschia spp.), y el dinoflagelado
Heterocapsa spp. Tomando todo lo anterior en cuenta, la adicion experimental de FeCls no resulto

en cambios aparentes en la estructura de la comunidad fitoplanctonica con respecto del control.
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Figura 21. Abundancia celular promedio de picofitoplancton durante los cinco dias de incubacion de las botellas control (linea
discontinua y circulos negros) y de los tratamientos: +Fe (linea continua y triangulos rojos), +NOs (linea continua y cuadrados
azules), y +Fe+NO:s (linea continua y rombos amarillos). En el eje “x” de tiempo se incluye: 1) el momento en que fue visitada la
estacion IroNMex, representando en “y” la concentracion in situ (i.s.),; 2) el comienzo del experimento a partir de la aclimatacion
de las botellas y justo antes de la adicion de cada tratamiento (0 h); y 3) cinco tiempos adicionales de muestreo en intervalos de
24 h. Se sefiala con una linea gris el comienzo de la incubacion que corresponde con la adicion de los tratamientos. Se presentan
las desviaciones estandar a manera de barras de error, aunque en algunos casos los valores son mas pequerios que los simbolos.

El tratamiento +NOs3 (Figura 20c) tuvo un claro efecto estimulante sobre el crecimiento del
fitoplancton. El méximo de Clor-atotl (1.00 mg m™ a las 120 h; Figura 18c) también correspondi6
con la maxima abundancia del nano y microfitoplancton (~1.3 millones de células L'1, 16% de las
células cuantificadas, Figuras 20c y 22). No obstante, también se observé un crecimiento en la
abundancia del picofitoplancton: su maximo se presentd a las 96 h (~38 millones de células), y
colapso a las 120 h (~6.5 millones de células, 84% de las cé€lulas cuantificadas; Figuras 21c y 22).
Si bien la abundancia relativa del nano y microfitoplancton incrementd con respecto de la del

picofitoplancton bajo el tratamiento +NOs, es claro que el crecimiento de ambos grupos fue

33



estimulado. A las 120 h, las bacilariofitas (96%) fueron el grupo dominante del nano y
microfitoplancton, seguidas por los dinoflagelados (4%). De manera interesante, los géneros mas
representados fueron los mismos que en el tratamiento +Fe (Cylindrotheca spp., Nitzschia spp. y

Heterocapsa spp.).

Control +Fe +NO, +Fe+NO,
o o 4% 1%
8% 1(’ 12% 3i ‘
Nano y micro- ‘
fitoplancton

91% 85% 96% 9%

2% 15%

¢ o

84%

Picofitoplancton

97%

= Diatomeas = Cianobacterias = Ciliados = Dinoflagelados = Picofitoplancton

Figura 22. Abundancia relativa de distintos grupos de nano y microfitoplancton, y abundancia relativa de nano y microfitoplancton
y picofitoplancton en el control y en los tratamientos +Fe, +NOj3, +Fe+NO;3 durante el punto de tiempo correspondiente con los
maximos valores de clorofila-a (96 h, 96 h, 120 h 'y 120h, respectivamente).

Finalmente, el tratamiento +Fe+NO3 tuvo el mayor efecto estimulante sobre el crecimiento
del nano y microfitoplancton (Figura 20d). La mdaxima abundancia absoluta de nano y
microfitoplancton en este experimento (~3.4 millones de células L', 37% de las células
cuantificadas) se presentd a las 120 h (Figura 20d). El grupo dominante del nano y
microfitoplancton fueron las diatomeas (99%; Figura 22), de las cuales fueron abundantes
Cylindrotheca spp., Nitzschia spp. y Chaetoceros spp. En cuanto al picofitoplancton, la abundancia
maxima en todo el experimento se presentd a las 96 h bajo este tratamiento (~39 millones de
células L"), Sin embargo, al igual que bajo el tratamiento +NOs, el nimero de células de este
grupo de tallas cay6 por debajo de 6 millones de células L' (63% de las células cuantificadas;
Figuras 21d y 22) a las 120 h de incubacion. De esta forma, en las botellas +Fe+NOs3 se tuvo el

cambio mas pronunciado en la estructura de la comunidad de fitoplancton con respecto del control.
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5. DISCUSION

Los resultados del experimento de incubacidon mostraron cambios importantes en las
propiedades quimicas y biologicas de las aguas enmendadas con Fe y NOs™. Con base en estos
resultados, a continuacion se evaluara cudl es el elemento, o la combinacion de elementos,
causante(s) de la oligotrofia en el desierto marino dentro del cual se encuentra la estacion IroNMex.
Esta evaluacion de limitacion serd comparada con resultados de experimentos previos en el GC y
otros sitios de estudio. Finalmente, se discutird sobre las posibles implicaciones de los resultados
de este experimento en un escenario de cambio climatico, asi como las limitaciones de la

investigacion y la necesidad de realizar mas estudios de limitacion por nutrientes en el GC.

5.1 Evidencias de limitacion basadas en la concentracion de nutrientes in situ

En el verano de 2019, las aguas superficiales en el giro ciclonico del NGC presentaron
condiciones oligotréficas tipicas de esta temporada: temperaturas elevadas, alta estratificacion,
bajos niveles de clorofila-a, y concentraciones de NOs3™ extremadamente bajas (Tabla I; Bustos-
Serrano y Castro-Valdez, 2006; Segovia-Zavala et al., 2009; Torres-Delgado et al., 2013). La
concentracién de Feq (1.17 nmol kg) se encontrd dentro del rango de valores superficiales
reportados para la region central del GC durante primavera (no detectado—5 nM; Segovia-Zavala
etal., 2009, 2010) y por debajo de los reportados para el Canal de Ballenas durante el verano tardio
(2.8-3.6 nM; Segovia-Zavala et al., 2011). Esta concentracion de Feq fue comparable con las
reportadas en aguas superficiales de otros mares marginales y zonas costeras, en donde se han
identificado ciertos grados de limitacion por hierro: la porcion sur del sistema de surgencias de la
costa de California (Firme et al., 2003; King y Barbeau, 2011; Biller y Bruland, 2014), el Mar
Mediterraneo (Bonnet y Guieu, 2006) y el Mar de Arabia (Chinni et al., 2019; Chinni y Singh,
2022). En cambio, la concentracion de NO3™ fue extremadamente baja (50.1 nmol kg''; Tabla I),
comparable con el rango de valores superficiales reportados durante el verano en la region nortefia
del GC (<0.1 umol kg'!; White et al., 2007), pero muy por debajo de los niveles observados en el
Canal de Ballenas (7.1+1 puM, Torres-Delgado et al., 2013) y el sistema de la Corriente de
California (5-15 uM; Biller et al., 2013).

La razon estequiométrica Feq:NO3™ ha sido utilizada como una herramienta para evaluar la
limitacion Liebig de Fe o N sobre el fitoplancton (Elrod et al., 2008; King y Barbeau, 2011; Biller

y Bruland, 2014): si Fea:NOs™ es <0.2 nmol pmol, se considera que existe limitacion por Fe,
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mientras que una razén mayor representa limitacion por N (Biller et al., 2013). La razén Feq:NO3~
en el agua de mar recolectada en la estacion IroNMex fue >20 nmol pumol, indicando que el
fitoplancton se encontraba limitado por la disponibilidad del N y no por el Fe. Por otro lado, las
bajas razones molares NO3:PO4>" (<0.1) y NO3:H2SiO4 (<0.01) confirman que la comunidad
fitoplanctonica no contaba con suficiente NO3™ para aprovechar el PO4> y el H,SiO4 disponibles
(Bertilsson et al., 2003; Geider y La Roche, 2002; Klausmeier et al., 2004; Redfield, 1934, 1958).

Otra herramienta que se utiliza para evaluar la limitacion por nutrientes es la estimacion de

la tasa de crecimiento especifico de las diatomeas (Monod, 1942):

Umax[S]

Hs = [Sl+K,,’

en donde s es la tasa especifica de crecimiento, umax €s la maxima tasa de crecimiento, [S] es la
concentracion del nutriente en cuestion, y K, es la constante de saturacion para el mismo nutriente
a la cual umax=0.54. Esta variable se calcula para cada nutriente en cuestion. Cuando
UNutrientel>uNutriente2, se considera que el Nutriente2™ es el nutriente limitante de la tasa de
crecimiento de diatomeas.

Para la muestra recolectada en la estacion IroNMex se calcularon s para Feq y NO3™ (ure y
un) considerando valores promedio de umax (1.5 dia™) y K, (0.35 nmol L' y 1.6 pmol L™! para Feq
y NOs', respectivamente), reportados para diatomeas (Sarthou et al., 2005). Los valores obtenidos
fueron pre = 1.16 dia™' y un = 0.05 dia™'. Para el Feq, el valor de pre/imax (0.77) indica condiciones
moderadas de limitacion por hierro. No obstante, un/iumax (0.03) senala limitacion severa por NOs™.
Ademas, debido a que ur.>un, se considera que el NO3™, y no el Fegq, es el nutriente limitante de la
tasa de crecimiento de diatomeas.

Finalmente, una evidencia adicional sobre la condicion de limitacidon por N en la estacion
IroNMex puede aproximarse a través del calculo del nitrogeno estrella (NV*), pardmetro que indica
el exceso de NOs™ con respecto de PO4> bajo una estequiometria de remineralizacion redfieldiana
(i.e., 16N:1P; Redfield et al., 1963). N* se calcula de la siguiente manera:

N*=N— rypP + 2.9,
donde N es la concentracion de NO°, ry.p es la razén estequiométrica N:P durante la
remineralizacion, y P es la concentracion de POs> (Deutsch et al., 2001; Gruber y Sarmiento,
1997; Michaels et al., 1996). E1 N* (-9.3 umol) calculado apunta a la existencia de condiciones de
limitacion por N de la comunidad de fitoplancton que no tiene la habilidad de fijar este nutriente.

Se han reportado valores similares de N* para la region central y surefia del GC durante distintas
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estaciones del afio (Torres-Delgado et al., 2013; White et al., 2007). Bajo condiciones de limitacion
por N, el resto de los macronutrientes y metales traza esenciales disponibles pueden ser
aprovechados por fijadores de nitrogeno, que suelen tener una alta demanda celular de Fe (Kustka
et al., 2002, 2003), y pueden estar limitados por su escasez (Jiang et al., 2018). Debido a que los
fijadores de nitrogeno tienen tasas de crecimiento lentas (Landolfi et al., 2015), existen muy pocos
estudios que muestran condiciones de limitacion del fitoplancton por nitrato, y un aumento en el
crecimiento de los fijadores de nitrogeno a partir de la adicion de Fe (e.g., Mills et al., 2004;
Moisander et al., 2012). No obstante, las concentraciones de Feq en la estacion [roNMex fueron
considerablemente mas altas que en otras regiones oligotréficas del océano, en las cuales se ha
reportado limitacion por Fe de los fijadores de nitrogeno (Ward et al., 2013). Las altas
concentraciones superficiales de Feq que estimulan la fijacion de N en verano pueden ser el
resultado combinado de un importante abastecimiento atmosférico de polvo rico en Fe desde los
desiertos circundantes que aterrizan en aguas muy calidas capaces de catalizar su disolucion (Félix-
Bermudez et al., 2020; Mufioz-Barbosa et al., 2017, 2020).

Estas aproximaciones claramente sugieren la presencia de condiciones de limitacion por N
en el ambiente marino del giro ciclonico del NGC. Muchos estudios de limitacion por nutrientes
culminan el andlisis en este punto. Sin embargo, los experimentos de incubacidén ofrecen
evidencias indispensables para corroborar los resultados obtenidos utilizando calculos indirectos.
Ademas, los experimentos permiten evaluar el efecto de la adicién de mas de un nutriente, lo que
permite identificar condiciones de co-limitacion. Todo esto, con un enfoque especialmente
disefiado para evaluar cambios en la estructura de la comunidad fitoplanctonica asociados a los

distintos tratamientos.

5.2 Evidencias experimentales de limitacion por nutrientes

En general, en los experimentos de adicion de nutrientes se han identificado tres tipos de
evidencias que apuntan al alivio de condiciones de limitacion por parte del nutriente adicionado
(Bannon et al., 2022): 1) disminucion en la concentracion de macronutrientes a partir de la adicion
del elemento limitante; 2) aumento en la biomasa fitoplanctonica, frecuentemente representada por
la concentracion de clorofila-a; y 3) cambios en la estructura de la comunidad fitoplanctonica hacia

clases de tamafio, grupos y géneros favorecidos por el elemento adicionado. A continuacion, se
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evaluaran los tres criterios mencionados en el contexto de los resultados experimentales con la

finalidad de profundizar en lo sugerido por las evidencias de limitacion in situ (ver secciéon 5.1).

5.2.1 Cambios en la concentracion de nutrientes

De manera interesante, la concentracion de Feq disminuy6 rapidamente en las botellas +Fe
y +Fe+NOs hasta llegar a niveles similares a los del control hacia el final de la incubacion (Figura
17a). Estos cambios indican que, en el agua oligotrofica del NGC, los pulsos de Feq son
prontamente removidos de la fase disuelta. De hecho, en la zona eufotica del GC se han reportado
tiempos de residencia de Feq muy cortos (de 14 horas a 6 dias; Segovia-Zavala et al., 2009; 2010).
Estos tiempos de residencia cortos son el resultado de remociones abiodticas hacia la fase
particulada (e.g., scavenging [adsorcion]), o del consumo de lujo por diatomeas pennadas como
Pseudonitzschia spp. (Lampe et al., 2018; Twining et al., 2021; Twining y Baines, 2022) o por
cianobacterias fijadoras de nitrogeno como Trichodesmium spp. (Chen et al., 2011). Lo anterior
resalta la importancia de las distintas rutas de aporte de Feq hacia el GC, cuyo influjo total debe
compensar las pérdidas para evitar el desarrollo de condiciones de limitacion.

En un marcado contraste con las muestras enmendadas con FeCls, los tratamientos con
KNO3 (+NOs3 y +Fe+NO3) resultaron en cambios en las concentraciones de otros nutrientes, siendo
el tratamiento mixto el que produjo las disminuciones mas pronunciadas en todos los nutrientes
(Figura 17m-p). Es posible que, bajo el tratamiento +NO3, el consumo de nutrientes haya sido
restringido por la baja disponibilidad de Fe. Por ejemplo, para obtener N a partir de NOs", el
fitoplancton necesita reducir este macronutriente a NH4" utilizando las enzimas nitrato y nitrito
reductasa (Kumar y Bera, 2020), las cuales requieren Fe (Timmermans et al., 1994). Por lo tanto,
la baja biodisponibilidad de Feq puede impedir el consumo de NO3™ —y otros nutrientes—, y asi
restringir la produccidon nueva (King y Barbeau, 2007; Maldonado y Price, 1996). En este estudio,
24 h después de la adicion del tratamiento +NOs3, la razon estequiométrica Fe:NOs™ (0.06 nmol
umol™!) y las tasas de crecimiento especificas (tre/imax = 0.63, 1n/imax = 0.86) apuntan al desarrollo
de condiciones de limitacion por Fe que prevalecieron y se agravaron durante el resto de la
incubacion (Fe:NOs™ = 0.03 nmol umol™, zire/ttmax= 0.46, t = 120 h). En comparacion, después de
24 h bajo el tratamiento +Fe+NOs, la razon Fe:NO3™ (0.24 nmol umol ™) y las tasas de crecimiento
especifico (ure/Umax= 0.87, un/imax = 0.86) sefialan un abastecimiento de estos dos nutrientes que,

no sélo permitié el agotamiento gradual de Feq y macronutrientes (NOs", PO4> y HSiO4), sino
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también el desarrollo condiciones de limitacion por Feq (Fe: NO3™ = 0.06 nmol umol™, uFe/iimax =
0.63, t = 72 h), y después por NO3™ (Fe: NO3™ = 7.6 nmol pmol™, uN/umax = 0.03, t = 120 h).
Colectivamente, estas evidencias resaltan la importancia de la disponibilidad de Feq en esta region
para que los aportes de nutrientes puedan ser aprovechados por el fitoplancton. Ademas, los
cambios quimicos evaluados sugieren la presencia de condiciones de limitacion del crecimiento
celular principalmente por N y, de manera secundaria o serial, por Fe en las aguas oligotroficas

tipicamente presentes en el desierto marino del NGC durante verano.

5.2.2 Cambios en los niveles de clorofila-a

5.2.2.1 Efecto de la adicion de FeCl; en los niveles de clorofila-a

De entrada, se puede descartar al Feq como el nutriente limitante de la biomasa
fitoplanctonica (representada por la Clor-awal), ya que el incremento en los niveles de Clor-acotal
detectado 96 h después de la adicion del tratamiento +Fe (2.1%; Figura 18b) no fue
significativamente distinto (»p>0.05) al del control (2.0x a las 96 h; Figura 18a). Este ligero
incremento de Clor-acwtal ha sido reportado en controles de otros experimentos de fertilizacion (e.g.,
Ferreira et al., 2020; King y Barbeau, 2007; Zhang et al., 2019), y se atribuye al alivio de la presion
por pastoreadores y a la presencia de condiciones de iluminacion més estables (Hauss et al., 2012;
Schuback et al., 2015).

En términos de la evolucion de la clorofila-a en las fracciones de tamafio, la respuesta
favorable de la Clor-achicas al tratamiento +Fe durante las primeras 48 h de incubacion (Figura 19d),
podria estar ligada a un ligero aumento en la actividad fotosintética de cianobacterias fijadoras de
nitrégeno. Este grupo de organismos pequefios (10° um?) tiene requisitos estequiométricos de Fe:P
(6271 nmol umol™; Berman-Frank et al., 2007) que pueden ser hasta un orden de magnitud mas
altos (<11 nmol pmol”; Quigg et al., 2003) que el de los taxones compuestos por células
fitoplanctonicas mas grandes (>10' um?). La adicion de 10 nmol kg™ de FeCl; elevé la razon Fe:P
de 1.4 nmol pmol™! a 13.5 nmol pmol™, y estimulé el crecimiento de estas células. De hecho, de
manera correspondiente con el incremento obtenido en Clor-achicas, €l efecto sobre la razon Fe:P
sOlo se observo durante las primeras 48 h de incubacion. Asi, es posible que aportes sostenidos de

Feq beneficien a la comunidad de fijadores de nitrogeno en el area de estudio.
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5.2.2.2 Efecto de la adicion de KNO; en los niveles de clorofila-a

De forma contundente, el crecimiento en la biomasa de fitoplancton fue dado
principalmente por la Clor-achicas bajo el tratamiento +NOs. Con base en esto, se calculo la tasa de

crecimiento especifico (u) en las dos fracciones de tamafio (X; Clor-achicas y Clor-agrandes):

In(Clor-ax)¢—In (Clor-ax)e,
= - ,

donde ¢ es el tiempo de maximo crecimiento en dias (Leynaert et al., 2001). En las botellas control,
la u calculada para Clor-agrandes y Clor-achicas fue 0.2 d!' y 0.3 d!, respectivamente. En comparacion,
en las botellas que recibieron el tratamiento +NO3, la u de Clor-agrandes fue 0.2 d!, y la 1 de Clor-
achicas Tue del triple (0.6 d!). Estos resultados indican que las células chicas son las primeras en
aprovechar los enriquecimientos con el nutriente limitante, contrario a lo que se ha reportado
comunmente en la literatura (e.g., Bruland et al., 2001; Malone, 1980). Estos autores han reportado
que las diatomeas pennadas, son el grupo de fitoplancton que genera florecimientos algales
después de un evento de fertilizacion, La dominancia de células grandes se asocia con una alta
exportacion de carbono fuera de la zona eufotica, ya sea por su mayor velocidad de hundimiento
o0 por su empaquetamiento en pellets [bolitas] fecales densas producidas por pastoreadores grandes
(Calbet y Landry, 2004; Guidi et al., 2009; Jin et al., 2006; Michaels y Silver, 1988). Asi, el
aumento en Clor-awtal bajo el tratamiento +NOs3 soportado principalmente por la fraccion celular
chica implica que, en el ambiente oligotréfico del NGC, pulsos naturales de NOs™, que no estén
acompafiados por Feq, podrian resultar en una exportacion de carbono menguada.

El tratamiento +Fe+NOs3 tuvo el mayor efecto sobre la Clor-atotal (1 de Clor-agrandes = 0.6 d
I: 11 de Clor-achicas = 0.8 d). Estos resultados apoyan la propuesta realizada en la seccién 5.2.1,
sobre la prevalencia de condiciones de limitacién primaria del fitoplancton por NOs~, y de
limitacion serial por Feq. De hecho, en estudios de limitacion por nutrientes realizados en otros
sistemas oligotroficos con limitacion primaria por NO3™ y limitacion serial por Feq, se han
reportado observaciones experimentales similares a las de este trabajo (Tabla II y referencias
citadas): 1) la adicion de Fe tiene un efecto pequefio sobre los niveles finales de clorofila-a; 2) la
adicion de N tiene un efecto moderado en los niveles finales de clorofila-a; y 3) la adicion

combinada de N y Fe tiene un efecto mayor sobre los niveles finales de clorofila-a.
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Tabla I1. Cambios en los niveles de clorofila-a en experimentos de adicion de nutrientes en los cuales se determino limitacion
primaria por NOs™ y limitacion serial por Fea

+Fe +NO;3 +Fe+NO;3 Estudio
2x 6x 10x Lietal (2015)
Incremento 1x 2x 7x Browning et al. (2017)
enla Ix 2x 5x Browning et al. (2020)
clorofila-a* 1x 7x 16x Browning et al. (2022)
2x 5x >6xP Este trabajo

“Incremento en clorofila-a entre el inicio de la incubacion (t = 0 h) y el punto de tiempo correspondiente al valor maximo de clorofila-a.
Incremento correspondiente al pentiltimo dia de incubacion (t = 96 h), ya que se perdieron las muestras de este tratamiento para t = 120 h.
Sin embargo, con base en las abundancias celulares (ver seccién 5.2.3) y en el aspecto visual de las muestras filtradas (anecdotico)
correspondientes a este tratamiento y punto de tiempo, es posible que el incremento en clorofila-a haya sido mucho mayor que 6x.

Es importante resaltar que todos los bioensayos que revelaron condiciones de limitacion
por NOs3™ (primaria) y Feq (serial) mencionados en la tabla II fueron parte de campafias
oceanograficas que consideraron multiples estaciones de muestreo y areas de estudio que
abarcaron escalas espaciales de cientos a miles de kilometros, en las cuales la mayoria de los
experimentos encontraron condiciones de co-limitacion por dos o mas nutrientes o metales traza.
Lo anterior sugiere que la presencia de condiciones de co-limitacion es mas frecuente y prevalente
de lo que se creia con anterioridad, retando el paradigma de limitacion por un solo nutriente. De
hecho, un metaanalisis de experimentos de limitacion de fitoplancton marino (Browning y Moore,
2023) revelo que la superficie del océano presenta condiciones que se aproximan a la co-limitacion
por N y Fe en escalas espaciales aplicables a sistemas como el GC. Por esta razon, a pesar de que
en este trabajo las evidencias experimentales apuntan a la limitacion serial por NO3™ y Fe, no se
descarta la posibilidad de encontrar condiciones de co-limitacion por este par de nutrientes en

algiin otro punto del desierto marino del NGC, o durante otra estacion del afio.

5.2.3 Cambios en la comunidad fitoplanctonica

La comunidad de fitoplancton en el punto de muestreo se caracterizé por bajas abundancias
celulares y la dominancia de grupos de tallas pequenias (10 mil células de nano y microfitoplancton
L', y 6 millones de células de picofitoplancton L). El picofitoplancton tiende a dominar la
biomasa fitoplanctdnica en regiones oligotroficas como los giros subtropicales (Alvain et al., 2005;
Flombaum et al., 2013; Marafion, 2015), debido a que su alta relacién superficie/volumen les
permite adquirir nutrientes con mayor eficiencia (Raven, 1998). El dominio del picofitoplancton
en la superficie se ha reportado para otros sitios en el GC durante verano (Hakspiel-Segura et al.,

2023; Millan-Nufez et al., 2023; Puigcorbé et al., 2015; White et al., 2013).
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A pesar de que el picofitoplancton domind en las botellas durante toda la incubacion, se
observaron cambios importantes en la composicion de la comunidad fitoplanctonica a partir de la
adicion de nutrientes (Figura 22). Como se mostro en la seccién 4.2.4, la adicion de los
tratamientos +NO3; y +Fe+NO;s beneficié particularmente a las diatomeas. Este grupo de
fitoplancton se caracteriza por tener crecimiento rapido cuando los nutrientes son abundantes
(Chen et al., 2023; Margalef, 1958). De hecho, el aumento de la abundancia celular de diatomeas
a partir de la adicion (experimental o pulsos naturales) de nutrientes limitantes ha sido una
observacion documentada ampliamente en la literatura (e.g., Endo et al., 2013; Feng et al., 2010;
Ferreira et al., 2020; Mills et al., 2018; Seubert et al., 2017; Zhang et al., 2019). En el NGC, los
géneros que mas se beneficiaron fueron las diatomeas pennadas Nitzschia spp., Pseudonitzschia
spp. v Cylindrotheca spp. Tanto Nitzschia spp. como Pseudonitzschia spp. pueden producir la
neurotoxina acido domoico y formar florecimientos algales nocivos (FAN; Cochland et al., 2023;
Maldonado et al., 2002). Esto es relevante, ya que los FANs que tienen lugar en el GC podrian ser
detonados por eventos de fertilizacién natural de Fe y NOj3. Sin embargo, se requieren mas
estudios experimentales que ayuden a comprender la asociacion entre la disponibilidad de
nutrientes en el Golfo y los cambios en la estructura de la comunidad fitoplanctonica. Comprender
dicha asociacién, no solo sera util para predecir eventos FAN, sino también para estudiar la
eficiencia de la bomba bioldgica en este y otros mares marginales, en un escenario de cambio
climatico en el cual se proyecta la expansion de regiones del océano con baja productividad

(Polovina et al., 2008).

5.3 Implicaciones biogeoquimicas ante un escenario de variabilidad climatica

Actualmente, la limitacidén por nutrientes regula el crecimiento del fitoplancton en grandes
regiones del océano. Ante un inminente escenario de variabilidad climéatica caracterizado por el
incremento de forzantes antropogénicos, se podria pronosticar un recrudecimiento de los patrones
de limitacion a través de cambios en el abastecimiento y consumo de nutrientes. La tendencia de
aumento en la temperatura superficial del mar se ha relacionado con un mayor grado de
estratificacion de la columna de agua (Behrenfeld et al. 2006; Boyce et al., 2010; Doney et al.,
2012), lo que limita el aporte de nutrientes hacia la zona euf6tica a través de la surgencia de, o
mezcla con, aguas mas profundas ricas en nutrientes (Beardall et al., 2009). De hecho, algunos

estudios sugieren que las zonas superficiales mas oligotroficas del océano (i.e., desiertos marinos)
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se estan expandiendo debido al incremento en la estratificacion y profundizacion de la nitraclina
(Irwin y Oliver, 2009; Polovina et al., 2008, 2011). Al mismo tiempo, las tendencias de
calentamiento y acidificacion de la superficie del océano alteran las condiciones fisicoquimicas en
la columna de agua y favorecen la solubilidad del hierro (Félix-Bermudez et al., 2020; Zhu et al.,
2023).

Ante los cambios observados y proyectados, es complicado determinar qué grupos de
fitoplancton seran “ganadores” y “perdedores” bajo este escenario. Generalmente, se piensa que
el fitoplancton de tallas pequefias adaptado a las condiciones de escasez de nutrientes sera
favorecido si las zonas oligotroficas se expanden (Agawin et al., 2000; Litchman et al., 2007,
Moréan et al., 2010; Mourifio-Carballido et al., 2016). Se ha demostrado también que el
calentamiento de las aguas superficiales durante la primavera y el invierno puede reducir la
biomasa maxima y el tamafio celular promedio durante un florecimiento algal en aguas mas
productivas (Lassen et al., 2010; Sommer y Lengfellner, 2008; Sommer y Lewandowska, 2011).
El incremento en los niveles de COz y en la temperatura pueden aliviar los costos energéticos de
procesos metabolicos y fotosintéticos en el fitoplancton mas grande, permitiéndoles utilizar esa
energia para la adquisicion de nutrientes limitantes (Van de Waal y Litchman, 2020). Sin embargo,
lo anterior ha sido cuestionado en estudios que muestran que la limitacidon por nitrégeno inhibe la
adaptacion térmica en diatomeas (Aranguren-Gassis et al., 2019). Ademas, las tasas metabolicas
del fitoplancton pueden incrementar junto con la temperatura sélo si los nutrientes son abundantes
(Marafion et al., 2012, 2014, 2018). Adicionalmente, especies formadoras de FANs podrian ser
beneficiadas en algunos casos (Fu et al., 2012; Garate-Lizarraga et al., 2016; Hallegraeff, 2010;
Johnk et al., 2008; Paerl et al., 2014; Ruiz-de la Torre et al., 2013). Por tltimo, se ha sugerido que
el calentamiento de la superficie del océano podria reducir la demanda celular de hierro de los
diazotrofos, y aliviar la limitacion por este micronutriente de la fijacion de nitrogeno (Johnk et al.,
2008; Jiang et al., 2018; Levitan et al., 2007).

En el caso particular del NGC, existe incertidumbre sobre como y con qué magnitud la
variabilidad climatica de largo plazo afectara los patrones biogeoquimicos. En realidad, la mayoria
de los estudios sobre variabilidad climatica en el GC son limitados y enfocados tinicamente en la
boca de este mar marginal (e.g., Bernal et al., 2001) o considerando series de tiempo cortas que no
son adecuadas para resolver la variabilidad a largo plazo (e.g., Hakspiel-Segura et al., 2022; Lluch-

Cota et al., 2010). No obstante, un analisis reciente de una serie de tiempo de 25 afios (1998-2022)
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de datos satelitales en el Golfo report6 tendencias anuales de aumento en la temperatura del mar
(0.036° C afio!) y de disminucion en la clorofila-a (0.012 mg m™ afio™!) superficiales, asociadas
principalmente con oscilaciones interanuales (i.e., “El Nifio” Oscilacion Sur) o decadales (i.e.,
Oscilacion Decadal del Pacifico) en el océano Pacifico (Lopez-Martinez et al., 2023). También se
ha sugerido que la variabilidad climéatica puede intensificar las diferencias entre las estaciones
‘“frias’ y ‘calidas’ en el NGC (Lluch-Cota, 2000).

Considerando lo anterior, si el calentamiento de la superficie del océano provoca aumentos
en la profundidad de la nitraclina y el grado de estratificacion de la columna de agua, al tiempo
que favorecen la deposicion de polvos de origen desértico ricos en hierro y su disolucion, se
exacerbaran las condiciones de limitacion por nitrato en el NGC. Ante este escenario, la comunidad
de picofitoplancton, en especial la de fijadores de nitrégeno, podria ser la mas beneficiada, y su

aporte a la exportacion de carbono en esta region cobraria una mayor relevancia.

5.4 Limitaciones y recomendaciones para futuras investigaciones

Después de los experimentos de fertilizacion en mesoescala, los experimentos en botellas
son las herramientas mas valiosas para estudiar la limitacion por nutrientes en los sistemas
marinos. Sin embargo, es importante reconocer que esta metodologia es una aproximacién que no
contempla la combinacidon compleja de procesos fisicos, biolodgicos y quimicos que rigen la zona
eufdtica. La mera utilizacion de una botella para la incubacion puede estresar a la comunidad de
fitoplancton y afectar su comportamiento y estructura (Bannon et al., 2022). Ademas, en el
ambiente cerrado y de volumen reducido que caracteriza a las botellas de incubacidn, es
complicado reproducir los procesos naturales de mezcla con otras masas de agua, intercambio de
gases, asi como el dinamismo y la heterogeneidad que resultarian en condiciones variables de luz
y disponibilidad de nutrientes (Venrick et al., 1977). No obstante, se considera que el sistema de
circulacion y regulacion térmica (seccion 3.2.3), en conjuncion con la agitacion frecuente de las
botellas (seccion 3.2.5), lograron replicar adecuadamente las condiciones de la superficie del
océano durante el muestreo y el experimento (secciones 3.2.1 y 3.2.2), al tiempo que minimizaron
los “efectos de botella” descritos, ya que evito el desarrollo de diferencias significativas (p>0.05)
entre las condiciones ambientales y las condiciones iniciales en las botellas (Tabla I). Para

experimentos futuros, se sugiere bombear agua directamente desde la superficie del mar.
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Las incubaciones en botellas también corren el riesgo de introducir contaminaciéon a la
muestra de agua de mar recolectada (e.g., Li et al., 2015). Por esta razon, se siguieron estrictos
protocolos de limpieza durante la metodologia (seccion 3), y se reportd la concentracion de los
nutrientes de interés en el ambiente y después de la aclimatacion en las botellas (Tabla I).
Importantemente, que el fitoplancton haya respondido mejor a la adicion del tratamiento +Fe+NO3
que +NOs (Figura 18) indica que el protocolo de limpieza seguido evito la contaminacion por Fe
en las muestras. Sin embargo, el efecto contrario (i.e., remocion de Fe) es quizas mas dificil de
evitar. Se ha reportado que, bajo condiciones de pH cercanas a 8.1, el Fe se adsorbe rapidamente
a las particulas en el agua de mar y las paredes de las botellas utilizadas comtinmente en los
estudios de limitacion por este micronutriente (Fischer et al., 2007; Schlosser et al., 2011). Para
reducir este efecto, es recomendable pre-equilibrar las botellas con agua de mar con bajas
concentraciones de Fe y optimizar la razén volumen/superficie (i.e., la razén volumen/superficie
estd inversamente relacionada con la magnitud de este efecto).

Finalmente, se reconoce que la exclusion deliberada de los pastoreadores puede alterar la
estructura de la comunidad de fitoplancton aislada en las botellas y resultar en observaciones
sesgadas (Nogueira et al., 2014). Ademads, es importante notar que la estrategia de filtracion
utilizada sélo excluyo a los pastoreadores grandes (=210 pum). Consumidores del picofitoplancton
pequefios y cosmopolitas, como virus y protistas (Calbet y Landry, 2004; Raven, 1998),
posiblemente estuvieron presentes en las botellas durante la incubacion (Cushing y Horwood,
1998) y regularon el crecimiento del picofitoplancton. Junto con los pastoreadores grandes, las
diatomeas mas grandes y/o formadoras de colonias también pudieron ser removidas por la
filtracion (Nogueira et al., 2014). El efecto en conjunto de la exclusion de pastoreadores y
fitoplancton grande es la alteracion de las tasas de crecimiento neto y especifico, y de la estructura
de la comunidad. Para evitar problemas asociados con la extrapolacion de los resultados del

experimento al ambiente natural, se recomienda no pre-filtrar la muestra de agua de mar.

6. CONCLUSIONES

En este trabajo, se evaluaron las condiciones de limitacion por hierro y nitrato sobre
la comunidad fitoplanctonica en uno de los desiertos marinos (<0.5 mg clor-a m™) que se forman

en el Golfo de California durante verano. Con base en el uso de proxis biogeoquimicas (razones
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estequiométricas y tasas de crecimiento especifico) y de un experimento de adicion de nutrientes
(+NO3s, +Fe, y +Fe+NO3) de 120 hrs, se determiné la presencia de condiciones de limitacion en
una estacion (IroNMex; 29° 33.840° N, 113° 43.770° O) ubicada dentro de un parche oligotrofico
en la region norte del Golfo de California durante el verano de 2019. Diferentes evidencias
biogeoquimicas sefialaron el potencial de limitacion de N con base en las condiciones ambientales.
Sin embargo, el experimento de adicion de nutrientes proveyd evidencias adicionales que
corroboraron el estado limitante del N y revelaron la limitacion serial por Fe. Si bien se observo
un aumento significativo en la clorofila-a y la abundancia de los grupos de fitoplancton en las
botellas bajo el tratamiento +NOs3, la adicion combinada +NOsz+Fe estimul6 el mayor aumento en
estas variables, y resultd en el consumo de macronutrientes hasta el agotamiento, asi como en
cambios drasticos en la estructura de la comunidad de fitoplancton. Si las tendencias de
calentamiento de la superficie del océano continuan o se pronuncian durante el siglo XXI, se espera
que la limitacidon por nitrogeno se exacerbe en el NGC durante veranos mas calidos. Lo anterior
resalta el valor de realizar experimentos con la comunidad fitoplanctonica in situ para estudiar el

efecto de la adicion de nutrientes.
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