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RESUMEN GENERAL

Los florecimientos algales de dinoflagelados (FAD) se han incrementado durante los
ultimos 20 afios en las costas de Baja California y la especie dominante de estos
florecimientos ha sido Lingulodinium polyedrum Stein (Dodge, 1983). En este trabajo se
estudio la relacién de Cd y PO4* en la columna de agua con los florecimientos algales
de este dinoflagelado, asi como su capacidad para remover Cd y PO,> del medio en
cultivos de laboratorio y, se evaluo la posible transferencia de Cd hacia los sedimentos
a través del material particulado producido durante los FAD. Se presenta la variabilidad
espacial y temporal de las concentraciones de Cd particulado (Cdp), Cd disuelto (Cdq),
y PO4* en la columna de agua (a 1 m y 5 m de la superficie, y a 1-2 m del fondo)
durante dos FAD de L. polyedrum que se presentaron en los otofios de 2011y 2012 en
la Bahia de Todos Santos (BTS). L. polyedrum siempre se concentrd en la superficie;
sin embargo, en el FAD-2011 la abundancia de células ([10.0 8.01] x 10° células L)
fue dos veces mayor que en el FAD-2012 ([5.0 + 4.4] x 10° células L™"). Durante el FAD-
2011 el Cd, se incrementd significativamente (hasta 1.02 £ 0.99 nmol kg'1) y se
correlacion6 positivamente (r = 81) con la abundancia de L. polyedrum, sugiriendo que
este dinoflagelado es capaz de asimilar y concentrar Cdy. Para los cultivos de L.
polyedrum, se utilizaron concentraciones de Cd y PO, semejantes a las observadas
en el FAD-2011, asi como otras reportadas en la BTS durante y en ausencia de FAD.
Los resultados obtenidos indicaron que L. polyedrum tiene la capacidad de remover Cd
y PO, del medio sin limitar su crecimiento, alcanzando abundancias celulares
similares a las de los FAD (> 10° células L™"). EI Cd se removié principalmente durante
las primeras 24 horas de exposicion, mientras el PO,> se removié durante el tiempo del
cultivo. De manera similar al Cd,, durante los FAD en la BTS, la concentracion
promedio de Cdq4 también se incrementd (hasta 0.71 + 0.99 nM, FAD-2011) en los dias
de mayor abundancia celular. Estos incrementos de Cdy y Cd, se atribuyen a la
asimilacion y subsecuente regeneracién de Cdy, como resultado de la remineralizacion
de la gran cantidad de material organico particulado producido durante el florecimiento,
asi como por la presencia de ligandos organicos que podrian mantener al Cd en
solucion. Durante el FAD-2011 la razén Cdg/PO4> exhibié una gran variabilidad vertical
y temporal en los primeros 5 m de la columna de agua (0.129 + 0.068 a 2.08 £ 0.51
nM/uM), pero permanecio practicamente constante cerca del fondo (0.105 + 0.025 a
0.190 £ 0.020 nM/uM), sugiriendo un desacople dependiente de la profundidad entre
estos dos componentes disueltos. Este desacople podria ser ocasionado no solo por
las caracteristicas particulares de la bahia, sino posiblemente por la presencia de
florecimientos de dinoflagelados. Debido a las diferencias en la variabilidad vertical y
temporal de Cdqy, Cdp ¥y PO,* en la columna de agua entre los dos FAD, se propone la
existencia de un umbral de abundancia de 10° células L™ de L. polyedrum, sugerido por
el estudio de campo, en la columna de agua durante los FAD y por los resultados de
los experimentos de laboratorio. Con abundancias superiores, la magnitud de los
florecimientos de L. polyedrum produce incrementos importantes de Cdq y Cd, en las
aguas superficiales y de PO,> en las aguas cercanas al fondo, asi como en la razén
Cdy/PO4>. También se presentan las concentraciones de Cd total (Cdr), Cd asociado al
HCI (Cduci), a la pirita (Cdpirita) Yy Cd reactivo (Cdrr = Cducr + Cdpiita) €n un nucleo de
sedimento recolectado en el Puerto de Ensenada (PE) y en muestras de sedimento



superficial, recolectadas durante los FAD al norte de la BTS (N-BTS) y en el PE. Los
resultados se compararon con datos generados en ausencia de florecimientos algales,
durante el otofio de 2013. Si bien los sedimentos recolectados en zonas en donde se
registraron altas abundancias de L. polyedrum en la columna de agua durante los FAD
(N-BTS y PE) coincidieron con altas concentraciones de Cdq y Cdp, en aguas
superficiales, los sedimentos analizados no se encuentran enriquecidos en Cd (factor
de enriquecimiento, FEcq < 1), con relacion a los valores de referencia de sedimentos
de la corteza terrestre. El Cd se encontr6 preferentemente en su forma reactiva (= 60%)
con relacion al Cdr (< 3.4 nmol g™') y estuvo asociado principalmente a la fraccion HCI
(82 — 95% del CdrRr), lo que sugiere que la removilizacion de Cd desde los sedimentos,
por efectos de remocion, no tendria un efecto considerable sobre los organismos en las
zonas del N-BTS y del PE. El grado de piritizacion (DOP) y el DOP del Cd (DOP-Cd)
fueron relativamente bajos (< 17%), confirmando que el Cd en general no presenta una
alta afinidad por la pirita. De forma general, durante los FAD de L. polyedrum, se
registraron las mayores concentraciones promedio de Cd en el PE, en las diferentes
fracciones (en nmol g™'): Cduc (2.45 + 0.45), Cdpirita (0.330 + 0.012), Cdrr (2.78 + 0.44)
y Cdr (3.05 £ 0.29), asi como los mas altos valores de FEcq (1.04 £ 0.11), DOP (17 +
1%) y DTMP-Cd (12 + 2%). Estos resultados sugieren que durante los FAD
posiblemente hay una transferencia de Cd desde la columna de agua hacia los
sedimentos. La informacion generada en este trabajo es relevante para el estudio de la
biogeoquimica del Cd y el PO,* y su relacion con los florecimientos algales del
dinoflagelado L. polyedrum en zonas costeras marinas.
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aguas superficiales en las costas de Baja California y
California, y la linea continua para el tratamiento Intermedio.
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Todos Santos (BTS) y (b) el Puerto de Ensenada (PE).
Muestras de sedimento superficial (circulos) tomadas durante
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nucleo de sedimento recolectado esta representado por el
triangulo.
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Perfiles verticales de las concentraciones de Fe asociado a las
fracciones (a) HCI (Fenc)) y pirita (Fepirita) Y (b) fraccion reactiva
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Introduccion General

Los florecimientos algales (FA), en especial los de dinoflagelados, se han
incrementado durante los ultimos 20 afios en las costas Baja California y California. En
estas costas y en particular en la Bahia de Todos Santos (BTS), los FA generalmente
se presentan durante primavera y verano, siendo la especie dominante el dinoflagelado
Lingulodinium polyedrum en la columna de agua (Knauer y Martin, 1973; Kudela y
Cochland, 2000; Pefia-Manjarrez et al., 2005; Shipe et al., 2008), reflejandose en altas
abundancias de quistes de reposo en los sedimentos (Pefia-Manjarrez et al., 2001,
2005, 2009). Florecimientos de esta especie también se han reportado en otras partes
del mundo, como Columbia Britanica (Mudie et al., 2002), Marruecos (Bennouna et al.,
2002), Noruega (Seetre et al., 1997) y Costa Rica (Morales Ramirez et al., 2001).

El ciclo de vida de L. polyedrum comprende una fase planctonica (célula vegetativa
movil) y una fase bentoénica (periodo de latencia). Al igual que otros dinoflagelados, L.
polyedrum produce quistes de reposo, los cuales se acumulan en el sedimento, en
donde pueden permanecer durante un tiempo relativamente largo (vida media de 2-10
anos, viables hasta por 20 afios; Persson y Smith, 2009), hasta que se presentan las
condiciones ambientales propicias para desarrollarse nuevamente. En la BTS, los
florecimientos de L. polyedrum se han incrementado en extensién y frecuencia y su
desarrollo esta asociado a incrementos en irradiancia, periodos de luz, temperaturas
entre 17 y 23 °C, estratificacion de la columna de agua, y formacion de una termoclina
superficial estacional (Pefia-Manjarrez et al., 2005, 2009). Los estudios realizados
sobre la distribucion de Cd en la BTS indican que su principal fuente son las aguas de
surgencia, por lo que las mayores concentraciones de este elemento encontradas en
algunos estudios realizados en agua y sedimento superficial, se han atribuido a
enriquecimientos de tipo natural (Romero-Vargas-Marquez, 1995; Sandoval-Salazar,
1999; Lares et al., 2008; Salamanca-Quevedo, 2013; Delgadillo-Hinojosa et al., 2015),
a la resuspension del sedimento por efectos de dragado (Mandujano-Velasco, 2007) vy,
en menor grado, a descargas de contaminantes (Mufioz-Arriola, 1994).

Se conoce poco sobre el comportamiento de metales traza durante los FA, los
cuales se han enfocado principalmente al Fe por su papel como elemento limitante
(Wells et al., 1991; Hutchins et al., 1998) y como inductor en la formacion de acido
domoaico por diatomeas (Trick et al., 2010), junto con otros elementos (Cu y Ni; Kudela
et al., 2010). Otros trabajos se han enfocado a estudiar los efectos de los FA en el ciclo
de los nutrientes y otros metales traza; sin embargo, han sido estudios realizados con
diatomeas, en los que se reportan disminuciones en las concentraciones de algunos
metales disueltos y nutrientes: Cd, Ni, Zn, PO,> (Luoma et al., 1998), Mn, Co, Zn, Ni,
Pb, NOs, NO, (Luengen et al., 2007), Cd, PO4* y NOs (Kudo y Matsunaga, 1998). En
el caso de los florecimientos algales de dinoflagelados (FAD), los trabajos en relacion
al comportamiento de metales traza y nutrientes es limitado. En estudios de campo y



laboratorio se ha reportado que existen diferencias significativas en la composicion
elemental entre los diferentes grupos fitoplanctonicos e incluso entre especies; estas
diferencias estan relacionadas con la fisiologia que produce cambios en su
composicion quimica (Ho et al., 2003). Por ejemplo, algunas especies de
dinoflagelados tienen altas concentraciones de Cu, Co y Mo en comparacion con otras
especies de fitoplancton (Ho et al., 2003), mientras que algunas diatomeas estan
enriquecidas en Ni, Mn y Zn en comparacion con los dinoflagelados (Twining et al.,
2004). En estos estudios se indica que la relacion Cd:P en el fitoplancton puede variar
hasta por dos érdenes de magnitud, mientras que para otros elementos (Fe, Mn, Zn,
Cu, Co y Mo) esta relacién puede variar hasta 20 veces (Ho et al., 2003). Quigg et al.
(2003) reportaron altas razones Cd-Co-Mo:P y bajas razones de Fe-Mn-Cu:P en
dinoflagelados con clorofila a (como L. polyedrum) en comparacion con otras especies
de fitoplancton. El estudio de Lares et al. (2008) reportd concentraciones de metales
disueltos (Ag, Cd, Co, Cu, Niy Zn) y nutrientes (PO,>, NO3", H4SiO4) en la BTS al final
de un FAD L. polyedrum que durd seis meses, uno de los mas largos desde el primer
reporte en la BTS realizado en el 2000 (Pefa-Manjarrez et al., 2005). De los metales y
nutrientes analizados por Lares et al. (2008), tinicamente Cd y PO4* presentaron altas
concentraciones, alcanzando valores promedio de 1.38 £ 0.72 nM y 1.4 £ 1.2 uM,
respectivamente (maximo de 2.15 nM y 5.11 uM, respectivamente). Estos valores son
casi un orden de magnitud y cuatro veces, respectivamente, mayores que las
concentraciones reportadas en la BTS en ausencia de FAD (Cdq : 0.05 — 0.50 nM;
PO.*: 0.3 — 1.1 uM; Safiudo-Wilhelmy y Flegal, 1996; Lares y Marinone, 2009;
Mendoza-Lavaniegos, 2010; Salamanca-Quevedo, 2013; Delgadillo-Hinojosa et al.,
2015).

El Cd no es un elemento esencial para los organismos marinos, aunque sus
concentraciones estan controladas por la actividad biolégica del fitoplancton, como lo
demuestra su comportamiento tipo nutriente y su fuerte correlacion con el PO,*
(Bruland et al., 1991). De esta manera, el Cd es removido junto con el PO,* en la zona
fotica (Noriki et al., 1985) y, posteriormente, es liberado durante los procesos de
oxidacion de la materia organica en su trayecto hacia el fondo del mar (Sunda, 2012).
Las altas concentraciones de Cd y PO,> observadas por Lares et al. (2008) sugieren
que L. polyedrum podria tener una alta capacidad de asimilacion de estas dos especies
disueltas, seguido de su subsecuente liberacion por la remineralizaciéon de la gran
cantidad de materia organica producida durante el FAD (Lares y Marinone, 2009). Una
vez que los metales son removidos del agua de mar y son incorporados a las particulas
biogénicas, van a ser transportados a través de la columna de agua y, eventualmente,
hacia los sedimentos (Blake et al., 2004). Dentro de estas particulas biogénicas que
son transportadas al sedimento se encuentran también los quistes de dinoflagelados,
particularmente abundantes durante los FAD (Pefia-Manjarrez et al., 2001). Si las
células de L. polyedrum (principal componente del material particulado durante los



FAD) y los quistes, se encontraran enriquecidos en algunos elementos (e.g., Cd),
podria darse un transporte neto de metales a los sedimentos, en donde podrian ser
enterrados y preservados o liberados nuevamente a la columna de agua. Un
antecedente de que los dinoflagelados pueden incorporar y transportar una mayor
cantidad de metales en comparacion a otras especies y, en especial Cd, se presenta
en un estudio realizado durante florecimientos algales de diatomeas y dinoflagelados
en la Bahia Funka (Japon, Noriki et al., 1985). Estos autores encontraron que el Cd fue
el elemento que se incorpord en mayor grado a las células, reportando incrementos en
las concentraciones de Cd en el material particulado a 1 m de profundidad durante el
florecimiento de diatomeas (promedio 350 ppb = 3.11 nmol g™') y los mas altos valores
cuando predominaron los dinoflagelados (promedio 1,425 ppb = 12.68 nmol g™).
Garcia-Hernandez et al. (2005) reportaron altas concentraciones de Cd en los
sedimentos (4.0 ug g = 36 nmol g ') durante un FA nocivo de varias especies de
dinoflagelados en la Bahia Kun Kaak (Sonora), con valores seis veces mayores que los
reportados para una zona cercana no afectada por el FA y que fue considerada como
referencia (0.62 ug g = 5.5 nmol g'). Con base en estos antecedentes, se propuso
estudiar la relacion entre Cd, PO4>, y los florecimientos algales del dinoflagelado L.
polyedrum en la columna de agua, la capacidad de remocion de estas dos especies
disueltas en condiciones de experimentacion en laboratorio, y la posible transferencia
de Cd hacia los sedimentos durante los FAD.

El primer capitulo tuvo como objetivo estudiar la influencia de los florecimientos
algales del dinoflagelado L. polyedrum sobre la variabilidad espacial y temporal de Cd y
PO,* en la BTS. En este capitulo se presentan series de tiempo de 30 a 40 dias de
duracién de la concentracién de Cd disuelto (Cdg), Cd particulado (Cd,) y PO,>, asi
como de las relaciones Cdy/PO,> asociadas con la ocurrencia de dos florecimientos
algales de L. polyedrum que se presentaron en los otofios de 2011 y 2012. Finalmente
se comparan con datos en ausencia de florecimientos en el otofio de 2013. Se discute
la relacion de la abundancia de células de L. polyedrum con las concentraciones de Cd,
asi como los incrementos en las concentraciones de Cdqy y Cd, en aguas superficiales y
de PO4> principalmente en aguas cercanas al fondo. Con estos resultados se sugiere
que el comportamiento del Cd y PO4* en la BTS es bastante complejo, por una parte
por las caracteristicas especificas de la bahia, como son: morfologia de la costa, baja
profundidad (entre 10 y 50 m), patrones de circulacion superficial (Mateos et al., 2009),
comportamiento como centro de retencion (Delgadillo-Hinojosa et al., 2015) v,
finalmente, por la presencia e intensidad de los florecimientos algales, especialmente
durante florecimientos densos de L. polyedrum (> 10° células L™).

El objetivo del segundo capitulo fue conocer la capacidad de remocién de Cd y PO4*
por el dinoflagelado L. polyedrum bajo condiciones de laboratorio y representativas del
medio natural. Con base en el objetivo planteado, se presentan los resultados



obtenidos de tres tratamientos en cultivos batch donde las células fueron expuestas a
concentraciones de Cd y PO,> similares a las reportadas en la BTS durante el
desarrollo de florecimientos algales de L. polyedrum y un cuarto tratamiento con
concentraciones similares a las utilizadas en el cultivo de dinoflagelados. Con los
resultados de este capitulo, se comprobd que, a pesar de las concentraciones de Cd y
PO,*> disponibles en el medio, L. polyedrum tiene la capacidad de remover Cd y PO,>
sin limitar su crecimiento, alcanzando abundancias similares a las reportadas durante
FAD en la BTS. En el tratamiento FAD-2005 en donde L. polyedrum fue expuesto a
altas concentraciones de Cd y POs* (162 + 018 nM y 6.18 + 0.16 uM,
respectivamente) fue donde se dio la mayor remocion, donde las células tuvieron la
mayor tasa de crecimiento (u), y alcanzaron la mas alta abundancia celular (similar al
FAD-2011 en la BTS). Estos resultados son un avance en el conocimiento del ciclo del
Cd y el PO4* en las zonas costeras marinas.

Por ultimo, con el objetivo de identificar si los florecimientos de L. polyedrum podrian
estar asociados con la transferencia de Cd hacia el sedimento; en el tercer capitulo se
reportan las concentraciones de Cd en los sedimentos, durante y en ausencia de FAD
en los lugares en donde se registraron las mayores abundancias de células de L.
polyedrum en los FAD de 2011 y 2012 (zona norte de la BTS y Puerto de Ensenada).
Los resultados obtenidos hasta el momento, sugieren una posible transferencia de Cd
hacia los sedimentos estudiados durante los FAD, pero no indican un enriquecimiento
en Cd y, en general, sugieren una disminucion de las concentraciones reportadas en
anos anteriores. A pesar de que el Cd asociado a la fraccion reactiva (Cdeg,
biodisponible) representdé mas del 60% del Cd total (Cdr), las bajas concentraciones de
Cdrr (1.18 a 3.09 nmol g™), comparadas con los valores reportados en sedimentos
andxicos de otras zonas de estudio (~ 4.0 a 30 nmol g'; Huerta-Diaz y Morse, 1992;
Nava-Lopez y Huerta-Diaz, 2001; Huerta-Diaz et al., 2011), sugieren que en el PE la
contribucion relativa de Cd biodisponible seria relativamente baja.
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Capitulo 1. Variabilidad de cadmio y fosfato durante florecimientos algales del
dinoflagelado Lingulodinium polyedrum en la Bahia de Todos
Santos, Baja California, México

1.1. Introduccion

La frecuencia de eventos de florecimientos algales (FA) en las zonas costeras ha
aumentado durante los ultimos 20 afios. En las costas de Baja California y sur de
California, el dinoflagelado Lingulodinium polyedrum (Stein, 1883) Dodge 1989 ha sido
la especie dominante de estos florecimientos (Knauer y Martin, 1973; Kudela y
Cochlan, 2000; Pefa-Manjarrez et al., 2005; Shipe et al., 2008; Ruiz-de la Torre et al.,
2013). Los florecimientos costeros de dinoflagelados se encuentran generalmente
restringidos a periodos de aguas calidas y bajo estrés del viento, cuando prevalece la
estratificacion térmica (Ryan et al., 2008) y patrones de circulacion retentiva que
favorecen la agregacion las células (Pitcher et al., 2010). Existe evidencia de que las
aguas enriquecidas en nutrientes pueden estimular los FAD, pero en general no se
considera que una alta concentracion de nutrientes sea requerida para su desarrollo
(Glibert et al., 2008) debido a su capacidad de migrar a aguas mas profundas para
obtener los nutrientes (Ryan et al., 2008). En el caso de L. polyedrum, Shipe et al.
(2008) mencionan que es una especie que florece bajo condiciones de bajos nutrientes.

En la Bahia de Todos Santos (BTS) los florecimientos de L. polyedrum generalmente
se presentan a finales de primavera e inicio de verano (junio-julio) y su aparicion esta
asociada a cambios en las condiciones ambientales; como incrementos en irradiancia,
periodos de luz, temperaturas superficiales entre 17 y 23 °C, estratificaciéon de la
columna de agua y formacion de una termoclina superficial estacional (Pefia-Manjarrez
et al., 2005, 2009). Se ha reportado que en la BTS estos FAD se mantienen por la
convergencia de corrientes superficiales y por el viento, que induce el transporte de las
células que se concentran en la superficie hacia la costa (Ruiz-de la Torre et al., 2013).
Se sabe que el fitoplancton juega un papel importante en el reciclamiento de algunos
metales (en especial los esenciales), por o que cambios en la biomasa fitoplanctoénica,
como seria el caso de los FAD, podrian afectar el ciclo de estos metales.

Los estudios sobre metales relacionados con FA se han enfocado principalmente al
Fe debido a su papel como agente limitante (Wells et al., 1991; Hutchins et al., 1998) y
como inductor de la produccion de acido domaéico por diatomeas (Trick et al., 2010),
junto con otros metales (Cu y Ni; Kudela et al., 2010). Pocos estudios se han enfocado
a estudiar los efectos de los FA en el ciclo de los nutrientes y metales traza; sin
embargo, estudios realizados con diatomeas reportan una disminucion en las
concentraciones de algunos metales disueltos. Por ejemplo, en la Bahia de San
Francisco (EUA) durante un FA de diatomeas se reportaron disminuciones de Cd, Ni,



Zn (Luoma et al., 1998), Mn, Co, Zn, Ni y Pb (Luengen et al., 2007), ademas de la
reduccion en los niveles de nutrientes. Kudo y Matsunaga (1998) también observaron
una disminucién de Cd y PO4> durante un FA de diatomeas en la Bahia Funka (Japon).
Sin embargo, para el caso de los florecimientos de dinoflagelados, no existen trabajos
publicados que relacionen el comportamiento de los metales y nutrientes, excepto el de
Lares et al. (2008), quienes reportaron concentraciones, tanto de metales disueltos (Ag,
Cd, Co, Cu, Ni y Zn) como de nutrientes (PO4>, NO3, H4SiO4), relacionados con un
FAD de L. polyedrum. Este estudio fue realizado en la BTS al final de un FAD que duro
seis meses, el mas prolongado desde el primer registro en la BTS (Pefa-Manjarrez et
al., 2005). De los metales y nutrientes analizados por Lares et al. (2008) sélo el Cd
(1.38 + 0.72 nM) y el POs* (1.4 + 1.2 pM) presentaron altas concentraciones,
alcanzando valores maximos de 2.15 nM y 5.11 uM, respectivamente. Estos valores
son casi un orden de magnitud y cuatro veces, respectivamente, mayores que las
concentraciones reportadas en la BTS en ausencia de FA (Cd: 0.05 — 0.50 nM; PO,>
0.3 — 1.1 yM; Safiudo-Wilhelmy y Flegal, 1996; Lares y Marinone, 2009; Mendoza-
Lavaniegos, 2010; Salamanca-Quevedo, 2013; Delgadillo et al. 2015; Tabla 1.1). Se ha
reportado que una vez que el agua ingresa a la bahia, hay un proceso de afejamiento
que conlleva una disminucion en las concentraciones de Cd disuelto (Cdg) y PO4>
debido al consumo por el fitoplancton (Delgadillo-Hinojosa et al., 2015). Finalmente y
como resultado de este proceso, las concentraciones en el interior llegan a ser
menores (promedios de 0.15 £ 0.02 nM y 0.51 + 0.03 uM, respectivamente) que en el
exterior (promedios de 0.30 £ 0.04 nM y 0.97 + 0.06 uM, respectivamente).

El Cd no es un elemento esencial para los organismos marinos, aunque sus
concentraciones estan controladas por la actividad biolégica del fitoplancton, como lo
demuestra su comportamiento tipo nutriente y su fuerte correlacion con el PO,>
(Bruland et al., 1991). De esta manera, el Cd es removido junto con el PO,* en la zona
fotica (Noriki et al., 1985) y posteriormente es liberado durante los procesos de
oxidacion de la materia organica en su trayecto hacia el fondo del mar (Sunda, 2012).
Las altas concentraciones de Cd y PO,> observadas por Lares et al. (2008) sugieren
que L. polyedrum podria tener una alta capacidad de asimilacion de estas dos especies
disueltas, seguido de su subsecuente liberacion al final del florecimiento debido a la
remineralizacion de la gran cantidad de materia organica producida por el FAD (Lares y
Marinone, 2009). El objetivo de este capitulo fue estudiar la influencia de los
florecimientos algales del dinoflagelado L. polyedrum sobre la variabilidad espacial y
temporal de Cd y PO4* en la BTS. Se presentan series de tiempo de 30 a 40 dias de
duracién de la concentracién de Cd disuelto (Cdg), Cd particulado (Cd,) y PO,>, asi
como de la relacién Cdy/POs* asociadas con la ocurrencia de dos florecimientos
algales de L. polyedrum que se presentaron en los otofios de 2011 y 2012; estos datos
fueron comparados con las mismas variables medidas en ausencia de florecimientos
en el otofio de 2013. La BTS representa una zona muy adecuada para el estudio de la



relacion entre los metales traza y los FA, en especial los de L. polyedrum, ya que se
han incrementado considerablemente en frecuencia y extension durante los ultimos 20
anos (Pefia-Manjarrez et al., 2001, 2009). Por otra parte, las mas altas concentraciones
de Cd en las costas de Baja California y California se reportaron en la BTS en el 2005
que coincidié con la etapa final de un florecimiento de L. polyedrum (Lares et al., 2008).

Tabla 1.1. Intervalos, promedios o valores puntuales (en negrillas) de concentraciones
superficiales de Cd disuelto (Cdq) y PO,* reportadas para el interior y exterior (Punta Banda) de
la Bahia de Todos Santos (BTS), comparados con los reportados para otras areas del Pacifico
Noreste; costas de Baja California (BC) y California (CA). Las concentraciones en la etapa final
de un florecimiento de Lingulodinium polyedrum (FAD) estan marcadas con un asterisco.

Cdg (nM) PO,* (uM) Area de estudio Referencias
0.41 £0.26 0.37 £0.22 .
0.147 — 0916 0.095 — 0 954 BTS FAD 2011, este estudio
0.170 £ 0.047 0.72£0.30 :
0.123 — 0.350 0283 — 1379 BTS FAD 2012, este estudio
0.129 £ 0.058 0.631+ 0.009 .
0.079-0.192  0.620 — 0.637 BTS No FAD, este estudio
0.15£0.018 0.51 £0.034 BTS Delgadillo-Hinojosa et al. (2015)
0.05-0.23 0.34 -1.11 BTS Salamanca-Quevedo (2013)
0.049-0.488 - BTS Mendoza-Lavaniegos (2010)
- 0.83 BTS Pefia-Manijarrez et al. (2009)
0.35+£0.19 0.45+£0.17 BTS Lares y Marinone (2009)
1.38£0.72* 14+12* BTS Lares et al. (2008)
- 05-0.7 BTS Espinosa-Carreén et al. (2001)
0.10 y 0.16 0.53y 0.94 BTS Sanudo-Wilhelmy y Flegal (1996)
0.30 £ 0.036 0.97 £ 0.061 Punta Banda Delgadillo-Hinojosa et al. (2015)
0.13-0.68 0.55-1.72 Punta Banda Salamanca-Quevedo (2013)
0.17 - 0.069 - Punta Banda Mendoza-Lavaniegos (2010)
0.1-0.9 0.3-1.5 Punta Banda Takesue et al. (2004)
0.15 0.52 Punta Banda Sanudo-Wilhelmy y Flegal (1991)
Gonzalez-Morales y Gaxiola
- 0.35-1.25 Punta Banda Castro (1991)
0.03-0.17 0.25-0.75 Costa de BC Segovia-Zavala et al. (1998)
0.1-0.26 043-19 Costa de BC Sanudo-Wilhelmy y Flegal (1996)
0.1-0.8 05-25 Corriente de CA Van Geen y Husby (1996)
0.425-0.716 - Costa de CA Biller y Bruland (2013)
0.193 - 0.897 0.10-2.35 San Francisco Van Geen y Luoma (1993)
0.002 -0.16 0.01-0.60 Pacifico Noreste Bruland (1980)
0.039 - 0.205 0.21-0.78 Pacifico Noreste Bruland et al. (1978)
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1.2. Area de estudio

La Bahia de Todos Santos se ubica en el noroeste de la Peninsula de Baja
California, aproximadamente a 110 km al sur de la frontera México-Estados Unidos
(Figura 1.1). La bahia tiene un area de aproximadamente 250 km? y se comunica
directamente con el océano Pacifico por medio de dos entradas: una al norte, entre
Punta San Miguel y las Islas de Todos Santos, y la otra al sur, entre Punta Banda y las
Islas. La profundidad varia entre 10 y 50 m desde la entrada norte a la costa, con una
profundidad maxima de 300 m en el caidn submarino localizado en la entrada sur
(Argote-Espinosa et al., 1991). A lo largo del ano, el agua de la bahia presenta una
temperatura superficial entre 12.7 y 22.8 °C, con los valores mas elevados durante el
verano (Cruz-Colin, 1997; Peha-Manjarrez et al., 2009). Sin embargo, existe una
diferencia entre las temperaturas promedio dentro (17.74 + 0.42 °C) y fuera (14.67 %
0.52 °C) de la BTS, indicando su naturaleza retentiva, una caracteristica que podria
afectar la distribucion espacial y la variacidon temporal de la concentracion de los
metales traza y los nutrientes (Delgadillo-Hinojosa et al., 2015). Durante primavera y
verano se presentan con mayor intensidad eventos de surgencia en el exterior de la
bahia; eventualmente, esta agua subsuperficial fria y rica en nutrientes se transporta al
interior de la BTS (Mancilla-Peraza y Martinez, 1991). Una vez en el interior, el agua se
calienta rapidamente como consecuencia de la recirculacion y del tiempo de retencion,
promoviendo la intensificacion de la productividad biolégica (Delgadillo-Hinojosa et al.,
2015).

La circulacion superficial en el interior de la bahia depende de diversos factores,
tales como: direccién y estacionalidad del viento (Argote-Espinoza et al., 1991), flujo de
calor, circulacion costera en el exterior de la bahia, vientos locales y remolinos
ciclénicos y/o anticiclonicos (Mateos et al., 2009). Estos factores, que promueven el
tiempo de permanencia del agua en el interior, favorecen la retencién de organismos
plancténicos, la estratificacion de la columna de agua (especialmente en primavera-
verano), producen cambios en las comunidades fitoplanctonica e influye en el
desarrollo y mantenimiento de FA (en especial de L. polyedrum), como ha sido
reportado en ésta y otras zonas costeras en donde se favorece la retencion de las
masas de agua (Graham y Largier, 1997; Ryan et al., 2008).

1.3. Materiales y métodos
1.3.1. Limpieza del material

El material utilizado para la recoleccion y analisis de metales se preparé utilizando
técnicas de ultralimpieza (Bruland et al., 1979). Este proceso involucré el lavado del
material con jabon libre de fosfatos (Citranox) al 2% (v/v), seguido de tres enjuagues
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con agua destilada y desionizada (ADD) grado Milli-Q (> 18 MQ c¢m™"). Posteriormente,
el material se dejo en un bafio de HCI grado reactivo al 50%, seguido de otro bafio de
HNO3; OmniTrace al 0.5%; en cada paso el material en acido se calenté a 60 °C en un
horno durante 24 h seguido de tres enjuagues con ADD. El material se secé a
temperatura ambiente en una campana con flujo laminar en el interior de un cuarto
ultralimpio Clase-100. Finalmente el material se guardé en doble bolsa de plastico
Ziploc® hasta su uso posterior. EI material utilizado para el analisis de fosfatos se
prepar6 como se menciond anteriormente, pero eliminando el paso con HNOs;. Las
botellas Niskin-X para la recoleccion de muestras de agua involucré un lavado con
jabon Citranox al 2% (v/v) y posterior limpieza con HCI grado reactivo al 10%. Las
botellas se mantuvieron en cada una de estas soluciones durante cuatro dias y al final,
se enjuagaron con ADD.
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Figura 1.1. Ubicacién de la Bahia de Todos Santos (BTS) y de las estaciones de muestreo
durante dos florecimientos de Lingulodinium polyedrum, que se presentaron en anos
consecutivos (FAD-2011 y FAD-2012), y un afo después en su ausencia (R-2013).
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1.3.2. Disefo de muestreo

Los florecimientos de L. polyedrum en la BTS generalmente se presentan en
primavera-verano (Peha-Manjarrez et al., 2005, 2009), sin embargo en este capitulo se
presentan los resultados de dos FAD que ocurrieron en la region noroeste de la BTS en
el otono de 2011 y 2012 (Figura 1.1). Ademas, debido a que no existen criterios
definidos para la definicion de un FAD en la BTS, en este trabajo se considerd
arbitrariamente que un FA de L. polyedrum se presenta cuando la abundancia excede
de 10° células L', este valor es 10 veces el limite superior de las concentracion
reportada para esta especie en la BTS en ausencia de florecimientos (102 —10* células
L™": Pefia-Manjarrez et al., 2009). Asi, este estudio incluye datos de tres diferentes
periodos de muestreo: los primeros dos durante la ocurrencia de dos FA de L.
polyedrum (octubre — noviembre 2011 y noviembre 2012 — enero 2013) y una tercera,
con propdsitos comparativos, en ausencia de FA (noviembre 2013).

La ubicacibn de las estaciones de muestreo se determiné visualmente,
seleccionando aquellos lugares en donde se consider6 que habia altas y bajas
abundancias de L. polyedrum. Dado que este dinoflagelado tiende a formar parches,
una tonalidad rojiza del agua fue indicativa de altas abundancias (Pefia-Manjarrez et
al., 2009). Durante el florecimiento de 2011 (2012) se recolectaron muestras de agua y
fitoplancton a los 4, 6, 11, 18, 28 y 34 (3, 9, 16, 26, 41) dias de iniciado el florecimiento,
mientras que en noviembre de 2013 las muestras se recolectaron en un solo dia
(Figura 1.1). De ahora en adelante, los periodos de muestreo realizados durante los
florecimientos de L. polyedrum se denominaran “FAD” (FAD-2011 y FAD-2012),
mientras que el muestreo en ausencia de FA se denominara de referencia (R-2013).

En cada estacién, se recolectaron muestras de agua para el analisis de Cd, POy
material particulado a tres diferentes profundidades (1 m, 5 m y a 1-2 m del fondo),
utilizando botellas Niskin-X con resorte externo y recubrimiento de Teflon® (General
Oceanics modelo 1010X). En total se recolectaron 46 muestras a1 m, 25a 5 my 25
cercanas al fondo; la diferencia en el numero de muestras a las diferentes
profundidades obedece a que en algunas estaciones soOlo se tomaron muestras
superficiales. Las muestras de agua para el analisis de Cd fueron transferidas de la
botella Niskin-X, a botellas de polietileno de baja densidad con capacidad de 1 L
(LDPE), tomando todas las precauciones necesarias para evitar cualquier tipo de
contaminacion. Las botellas con las muestras se guardaron en doble bolsa Ziploc® y se
mantuvieron en hielo durante su traslado al laboratorio. Para el analisis de PO,> se
transfirieron 60 mL de agua directamente de la botella Niskin-X a una jeringa de
plastico, se filtraron a través de filtros GF/F (0.45 ym y 25 mm de diametro,
previamente calcinados a 450 °C durante 6 h), se almacenaron en botellas de LDPE vy
se congelaron para su analisis posterior. Las muestras de agua para identificar y
cuantificar las especies de fitoplancton se transfirieron de las botellas Niskin-X a
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botellas oscuras de polietileno de alta densidad con capacidad de 250 mL y se fijaron
con 1 mL de lugol-acetato concentrado para inmovilizar y preservar las células.

1.3.3. Andlisis de Cd y PO,*

Las muestras de agua de mar para el analisis de Cd fueron filtradas dentro de las
siguientes 24 horas bajo condiciones de atmosfera positiva en el interior de un
laboratorio ultralimpio, utilizando filtros Nuclepore® de policarbonato (0.45 uym de
tamafo de poro y 47 mm de diametro), previamente lavados con HCI al 30%
(OmniTrace), HNO3 al 1% (OmniTrace Ultra) y abundante ADD. En algunos casos,
cuando era visible una gran cantidad de material particulado, se realizé un prefiltrado
utilizando filtros de 1 ym de tamafo de poro. Las muestras de agua filtrada se
acidificaron con 1.0 mL de HNO3; concentrado (OmniTrace Ultra) por cada litro de agua
(pH < 2) y se guardaron en doble bolsa Ziploc®. Los filtros con el material particulado
se colocaron en cajas Petri de plastico dentro de doble bolsa Ziploc® y se congelaron a
-8 °C hasta su analisis.

El Cd disuelto (Cdq4) fue preconcentrado utilizando una resina de intercambio idnico
Chelex-100® (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA), siguiendo la técnica descrita por
Bruland et al. (1979). Para el caso del Cd asociado al material particulado (Cd,), los
filtros se digirieron utilizando 8 mL de HNOs y 2 mL de H»O, concentrados
(OmniTrace®), de acuerdo a la técnica recomendada para digerir plancton de
Quevauviller et al. (1993). La digestién se realizd durante 4 horas en botellas cerradas
de Teflon® en un horno de microondas (Modelo ETHOS TC, Milestone con control de
temperatura), para asegurar la digestion del material biolégico, principal componente
del material particulado recolectado durante los FAD. La solucion resultante se vertid
en un vaso de precipitado de vidrio y se evaporo casi a totalidad en una plancha a 80
°C dentro del cuarto ultralimpio. Finalmente el residuo resultante se redisolviéo con 10
mL de HNOj3 al 0.2% (OmniTrace®) y se transfirio a botellas de LDPE.

El Cdq y Cd, se cuantificaron en un espectrofotometro de absorcion atomica con
horno de grafito (GF-AAS; Perkin-Elmer AAnalyst 600), utilizando el método de adicién
estandar para compensar por efectos de matriz. La exactitud y precision de los
meétodos analiticos se evaluaron utilizando los materiales de referencia certificados
CASS-5 (Canadian Research Council of Canada) y BCR 414 (Community Bureau of
Reference) para agua de mar y plancton, respectivamente. El porcentaje de
recuperacion para Cdq y Cd, fue de 93 + 4% y 100 + 10%, respectivamente, con una
precision en ambas fracciones en el rango 5.6 — 10% (Tabla 1.2). Los blancos de
procedimiento fueron sujetos al mismo procesamiento que se siguidé con las muestras
de agua de mar, pero utilizando ADD vy filtros limpios para Cdqy Cdp, respectivamente.
Los limites de deteccion se calcularon como tres veces la desviacion estandar del
blanco de procedimiento (Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Analisis de control de calidad de Cd disuelto (Cdg, n = 5) y particulado (Cd, n = 8)
obtenidos con materiales de referencia certificados para agua de mar (CASS 5, Canadian
Research Council of Canada) y plancton (BCR 414, Community Bureau of Reference). También
se incluyen valores de los blancos de procedimiento y limites de deteccidn.

Parametro Cdq Cdp

CASS 5 (ugL™ BCR 414 (mg kg™)
Valor certificado 0.0215 £ 0.0018 0.383 £0.014
Concentracion medida 0.0197 + 0.0008 0.385 £ 0.039
Recuperacion (%) 93+4 100 + 10
Precision (%) 5.6 10

(umol L) (nmol kg™)

Blanco de procedimiento 0.013 £ 0.012 0.007 £ 0.004
Limite de deteccién 0.038 0.011

Las concentraciones de PO,> se determinaron utilizando el método del acido
ascorbico descrito por Strickland y Parsons (1972). Se tomaron 12.5 mL de agua de
mar y se le agregaron 1.25 mL de reactivo mixto, el cual es una mezcla de acido
sulfurico, tartrato de antimonio-potasio, molibdato de amonio y acido ascorbico. La
reaccion produjo un color azul cuya absorbancia fue medida a 885 nm de longitud de
onda utilizando un espectrofotometro UV-Vis Varian modelo Cary 50.

1.3.4. Abundancia de fitoplancton

El conteo de L. polyedrum y de los principales grupos de fitoplancton se realizé por
el método descrito por Utermdhl (1958), utilizando camaras de sedimentacion con
columnas de 50 mL. Cada muestra se homogenizé por agitacibon manual e
inmediatamente se transfiri6 a uno de los tubos, tapandolo y evitando la inclusion de
burbujas de aire. Las camaras se dejaron en reposo en una superficie plana durante 10
horas para asegurar la sedimentacion de toda la muestra. Pasado este tiempo se retird
el cilindro, la camara de sedimentacion se tapé con un cubreobjetos de vidrio y se
realizé el conteo de células utilizando un microscopio invertido Olympus CK-2 con
contraste de fase. Los conteos se hicieron por transectos en 365 campos y el resultado
se extrapold al total de los 730 campos de la camara de sedimentacion.

1.3.5. Analisis estadistico

Con el fin de estudiar la influencia de los FAD de L. polyedrum respecto al
comportamiento de cada una de las variables quimicas analizadas (Cdg, Cd, y PO,%),
se compararon los valores promedio medidos en cada profundidad (1 m, 5 my 1-2 m
del fondo) entre florecimientos y en su ausencia (Kruskal-Wallis ANOVA de una via por
rangos). Este mismo analisis se realiz6, para identificar posibles diferencias entre
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profundidades, para cada una de las variables medidas y para cada evento por
separado (FAD-2011, FAD-2012) y en su ausencia (R-2013). Para ver donde radicaban
las diferencias, cuando éstas se detectaron, se utilizé una prueba de comparaciones
multiples (Dunn’s). Para evaluar posibles asociaciones entre las concentraciones de
Cdqg, Cdp y PO,* con la abundancia de células de L. polyedrum en cada florecimiento,
se realizaron analisis de correlacion simples. Por ultimo, se evalud la posible relacion
Cdg vs. PO4* en cada florecimiento y se compararon con datos medidos en las costas
de Baja California y California. Los analisis se realizaron con el programa SigmaStat
considerando al nivel de probabilidad P < 0.05 como estadisticamente significativo.

1.4. Resultados
1.4.1. Variacién espacial y temporal de la abundancia de L. polyedrum

Las mayores abundancias de fitoplancton durante los FAD-2011 y FAD-2012 se
registraron en aguas superficiales y fueron variables durante el tiempo de permanencia
de cada florecimiento. La comparacion de la abundancia relativa del fitoplancton en las
muestras superficiales mostré que L. polyedrum fue consistentemente la especie mas
abundante en los dos FAD, representando entre 56 — 96% (FAD-2011) y 39 — 95%
(FAD-2012) de la abundancia total, mientras que en ausencia de FA represent6 < 5.0%
(R-2013, Tabla 1.3). La abundancia celular de este dinoflagelado en muestras
superficiales fue mayor a 10° células L™ durante los FAD, mientras en su ausencia se
registré una abundancia maxima de 0.049 x 10° células L™, lo cual es evidencia clara
de florecimientos de L. polyedrum en la BTS durante los otofios de 2011 y 2012.

Tabla 1.3. Porcentajes de abundancia y abundancias celulares promedio (rango en negrillas)
de Lingulodinium polyedrum en muestras superficiales durante dos florecimientos algales de
dinoflagelados (FAD-2011 y FAD-2012) y en ausencia de florecimientos (R-2013) en la Bahia
de Todos Santos.

Dinoflagelados Otros
E\:‘inlt:c;ste FAD Diatomeas organismos
y L. polyedrum Otros plancténicos
FAD-2011 (%) 56 — 96 3-34 0-17 0-9

(10.0 + 8.0)x10°
(0.9 — 22.5)x10°

FAD-2012 (%) 39-95 3-28 1-44 0-2

5
FAD-2012 (células L) (85'70_i14§43))"x11005 - (0.43+0.29)x10°

R-2013 (%) 04-5.0 41-72 13 - 46 2-11

5
R2013 (celulas L) (G0a T Coametos (028 £0.08)x10°

FAD-2011 (células L) (0.14 + 0.11)x10°
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Durante el FAD-2011, las maximas abundancias promedio de L. polyedrum en la
superficie se registraron entre los dias 4 y 18 ([13.0 + 7.5 — 14.4 + 8.3] x 10° células L™,
respectivamente) de haber iniciado el FAD; para el dia 28, la abundancia mostr6é una
disminucién del 80% ([2.9 + 1.5] x 10° células L™), indicando que el florecimiento estaba
decayendo, desapareciendo completamente 34 dias después de haber sido detectado
(Figura 1.2a). En contraste, las abundancias promedio de L. polyedrum alos 5 my 1-2
m del fondo fueron significativamente menores ([1.9 + 1.3 y 0.4 + 0.8] x 10° células L™,
respectivamente) que las registradas en muestras superficiales (Figura 1.2a).

Durante el FAD-2012, las maximas abundancias de L. polyedrum se observaron
entre los dias 3y 26 ([6.1 + 3.3 — 6.4 + 5.8] x 10° células L") de haber iniciado el FAD,
pero para el dia 41 el FAD habia decaido a (1.3 + 0.1) x 10° células L™ (Figura 1.2a).
De manera similar al FAD-2011, las abundancias promedio de L. polyedrum en el FAD-
2012 a5 my a 12 m del fondo (23 + 1.9 y 0.8 + 1.2] x 10° células L™,
respectivamente) fueron menores que las abundancias superficiales (Figura 1.2a). Una
caracteristica que resalta de los dos florecimientos fue la gran variabilidad espacial
observada en los dias de mayor abundancia de células, indicando que L. polyedrum
estaba distribuido en parches o de forma espacialmente heterogénea a pesar de las
altas abundancias celulares observadas durante el florecimiento.

1.4.2. Variacién espacial y temporal de Cd,, Cds, PO,;> y Cdy/PO,> durante
florecimientos de L. polyedrum

De manera similar a la abundancia de L. polyedrum durante el FAD-2011, las mas
altas concentraciones de Cd, promedio por dia (0.37 £ 0.41 a 1.02 £ 0.99 nmol kg') se
registraron en las muestras superficiales (Figura 1.2b) y estuvieron asociadas a las
mayores abundancias celulares de L. polyedrum. Posteriormente, cuando el
florecimiento decayd el dia 34, los niveles de Cd, disminuyeron hasta 0.090 *+ 0.028
nmol kg™”. Al igual que la abundancia de L. polyedrum, las concentraciones de Cd,
promedio disminuyeron con la profundidad a los 5 m y cerca del fondo (0.19 + 0.21 y
0.063 = 0.050 nmol kg, respectivamente; Figura 1.2b) y presentaron menor
variabilidad a lo largo del periodo del florecimiento. En contraste, los niveles de Cd,
durante el FAD-2012 (0.100 + 0.061 nmol kg™'), fueron significativamente menores que
los medidos en el FAD-2011 (0.49 + 0.60 nmol kg™"). Las concentraciones de Cd, en el
FAD-2012 se mantuvieron relativamente constantes durante todo el florecimiento v,
aunque no hubo diferencias significativas entre las concentraciones promedio medidas
en la superficie, a los 5 m y a 1-2 m del fondo (Figura 1.2b), si se observé un ligero
incremento en los niveles de Cd, durante los dias de mayor abundancia de L.
polyedrum. Finalmente, los valores mas bajos de Cd, en este estudio (0.006 + 0.009
nmol kg™") se registraron en ausencia de florecimientos algales en el otofio de 2013 y
no se observaron diferencias significativas en las concentraciones medidas en las
diferentes profundidades.
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Figura 1.2. Series de tiempo de promedios por dia (x un error estandar) y por evento de (a)
abundancia de células de Lingulodinium polyedrum, (b) Cd particulado (Cdp,), (c) Cd disuelto
(Cdy), (d) PO,> y (e) Cdy/PO,> durante dos florecimientos algales de dinoflagelados (FAD-2011
y FAD-2012) y en ausencia de florecimientos (R-2013) en la Bahia de Todos Santos (a1 my5
m de profundidad, y a 1-2 m del fondo). La linea horizontal punteada en (a) indica la
abundancia de L. polyedrum (10° células L) por arriba de la cual se considera que hay
presencia de un florecimiento y la linea discontinua indica el umbral de abundancia propuesto
(10° células L™). La linea punteada en (e) representa la razén Cd¢/PO,> calculada de datos
superficiales reportados frente a las costas de Baja California y California (0.336 + 0.026
nM/uM; Bruland, 1980; Safiudo-Wilhelmy y Flegal, 1991, 1996; van Geen y Luoma, 1993; van
Geen y Husby, 1996).
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Durante el FAD-2011 se registraron altas concentraciones de Cdqy en la superficie
(0.220 + 0.061 — 0.71 £ 0.17 nM, Figura 1.2c). Los valores promedio maximos diarios
coincidieron con los dias de mayor abundancia de L. polyedrum (4 y 18), con una
disminucion del 69% en la concentracion de Cdy (hasta 0.220 + 0.061 nM) observada
en esos 14 dias, pero sin disminucién en la abundancia de células. Posteriormente,
cuando el florecimiento decayo, los niveles de Cdy disminuyeron nuevamente. De
manera similar al Cd,, las concentraciones de Cdgy disminuyeron a los 5 m (0.173 *
0.044 nM) y a 1-2 m del fondo (0.29 £ 0.12 nM, Figura 1.2c), aunque cerca del fondo se
observaron mayores valores promedio al inicio y al final del florecimiento (0.437 £ 0.045
y 0.390 + 0.014 nM, respectivamente). En contraste, las concentraciones de Cdq
durante el FAD-2012 (0.170 £ 0.047 nM) fueron significativamente menores que las
medidas en el florecimiento del afio anterior (0.41 £ 0.26 nM). Los valores de Cdq en la
superficie practicamente no variaron durante el desarrollo del FAD-2012 (Figura 1.2c) y
no fueron significativamente diferentes de los medidos a los 5 m de profundidad (0.149
+ 0.015 nM) y cerca del fondo (0.169 + 0.025 nM), ni al de los medidos en ausencia de
FA (0.129 + 0.058 nM, Figura 1.2c).

Contrario al Cdg, las concentraciones superficiales de PO,* fueron generalmente
bajas en el florecimiento de 2011 (promedios diarios: 0.170 + 0.082 — 0.39 + 0.27 uM;
Figura 1.2d). Las concentraciones de PO,* aumentaron con la profundidad, con valores
promedio en la superficie (0.37 + 0.22 pM) vy a los 5 m (0.64 + 0.52 pM)
significativamente diferentes de los medidos cerca del fondo (2.24 + 0.85 pM), en
donde se registraron los valores mas altos de toda la columna de agua (Figura 1.2d).
La mayor concentracion promedio cerca del fondo (3.37 + 0.54 uM) se presento al inicio
del florecimiento de 2011, con la mas baja (1.54 £ 0.13 uM) coincidiendo con la mayor
abundancia de células de L. polyedrum ([13.0 + 7.5] x 10° células L‘1). Durante el FAD-
2012, las concentraciones superficiales de PO4> presentaron una tendencia contraria a
la observada en el afio anterior: los mayores valores fueron registrados al inicio del
florecimiento (1.001 £ 0.098 uM) y los menores (0.443 + 0.096 uM, Figura 1.2d) el dia
de mayor abundancia de células. Las concentraciones promedio de PO,> fueron
menores en la superficie (0.72 + 0.30 uM) y se incrementaron con la profundidad (como
en el FAD-2011), hasta alcanzar un valor promedio de 1.19 + 0.59 pM cerca del fondo
(Figura 1.2d). En ausencia de florecimientos, también se midieron mayores
concentraciones cerca del fondo (1.049 = 0.041 pM), y fueron significativamente
menores que las medidas en el FAD-2011 (2.24 + 0.85 uM).

La relacién Cdy/PO4> diaria en muestras superficiales varié entre 0.240 (n = 1) a 2.1
+ 1.1 nM/pM en el FAD-2011, presentando una gran variabilidad temporal y un rango
de valores similares a los calculados a los 5 m de profundidad (0.35 £ 0.32 - 1.1 £ 1.3
nM/uM, Figura 1.2e). Por el contrario, cerca del fondo la relacién Cd¢/PO,> permanecié
practicamente constante a lo largo del tiempo (0.105 £ 0.035 — 0.190 £ 0.028 nM/uM),
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con valores relativamente bajos que estuvieron por debajo de la razén calculada para
aguas costeras de Baja California y California (0.336 + 0.026 nM/uM, Pacifico
Nororiental; Figura 1.2e). Los valores promedios de la relacion Cdy/PO4* fueron
mayores en la superficie (1.37 + 0.86 nM/uM) mostrando una fuerte tendencia a
disminuir con la profundidad (e.g., 0.137 £ 0.033 nM/uM, cerca del fondo; Figura 1.2e).
Durante el FAD-2012, la relacién Cd¢/POs> en la columna de agua permanecid
practicamente constante, con los valores en la superficie (promedios diarios: 0.143 +
0.012 - 0.38 + 0.23 nM/uM) y a los 5 m (0.128 £ 0.017 — 0.34 £ 0.21 nM/uM)
presentando ligeras fluctuaciones durante el desarrollo del florecimiento, pero con
valores significativamente menores que los calculados en el evento del afio anterior
(Figura 1.2e). Los valores promedio de la relacién Cdy/POs> en la superficie en
ausencia de florecimientos fueron bajos (0.203 + 0.089 nM/uM), sin observar
diferencias significativas entre profundidades.

1.4.3. Relacisc')n entre la abundancia de L. polyedrum y las concentraciones de Cdg, Cdp
y PO4™

Las Figuras 1.3a y 1.3c muestran que durante el FAD-2011 las abundancias de
células de L. polyedrum estuvieron correlacionadas con el Cd, (r = 0.81, P < 0.001) y
Cdq (r=0.57, P =0.022), mientras en el FAD-2012 solo el Cd, presento una correlacion
significativa (r = 0.67, P = 0.024) con la abundancia celular (Figura 1.3b). En contraste,
las concentraciones promedio de PO,> no se correlacionaron con la abundancia de
células de L. polyedrum en ninguno de los dos florecimientos (Figura 1.3e, f).

1.5. DISCUSION

1.5.1. Efecsto de los florecimientos de L. polyedrum en las concentraciones de Cd y
PO4™

Las altas abundancias de L. polyedrum en aguas superficiales durante los FAD,
fueron consistentes con lo reportado previamente para esta especie sobre su tendencia
a concentrarse en la capa superficial de la columna de agua durante las horas del dia
(Ruiz-de la Torre et al., 2013). Las diferencias en las abundancias promedio entre el
FAD-2011 y FAD-2012 ([10.0 + 8.0 y 5.0 + 4.4] x 10° células L™, respectivamente;
Figura 1.2a), sugiere que el primero fue mas intenso y de mayor magnitud. Ademas, la
gran variabilidad espacial observada, en especial durante el FAD-2011, indica que
durante un mismo florecimiento L. polyedrum no se distribuye de forma homogénea,
sino que se agrega en parches con mayor o menor abundancia de células, influenciado
por el esfuerzo del viento (Pefia-Manjarrez, 2001; Ruiz-de la Torre et al., 2013). Debido
a las altas concentraciones reportadas al final del FAD de 2005 (Lares et al., 2008), la
hipétesis inicial de este capitulo consideraba que durante los florecimientos, L.
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polyedrum tendria la capacidad de asimilar Cdy del medio el cual seria puesto
nuevamente en solucion al final del florecimiento. Sin embargo, en este estudio no se
observaron altas concentraciones de Cdq al final de los florecimientos (Figura 1.2c); por
el contrario, durante el FAD-2011 las altas concentraciones de Cdq4 (0.71 £ 0.17 y 0.49
+ 0.35 nM) se presentaron durante los periodos de mayor abundancia de células. Sin
embargo, el incremento en el Cd, durante los florecimientos, particularmente en el
FAD-2011, apoyan la idea de que L. polyedrum, la especie dominante del fitoplancton,
esta incorporando y concentrando Cd.
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Figura 1.3. Relacion entre el promedio (x un error estandar) de la concentracién por dia de
(a,b) Cd disuelto (Cdy), (c,d) Cd particulado (Cdp), (e,f) PO,> y la abundancia de células de
Lingulodinium polyedrum en la columna de agua (a 1 m y 5 m de profundidad, y a 1-2 m del
fondo) durante dos florecimientos de esta especie (FAD-2011 y FAD-2012) en la Bahia de
Todos Santos. Los datos en ausencia de florecimientos (R-2013) se muestran para fines
comparativos.
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Las diferencias en las concentraciones de Cd, y de Cdy en la superficie durante los
dos florecimientos sugieren que L. polyedrum no fue el unico factor que afecto el
comportamiento de este elemento; dependiendo de la abundancia de células, L.
polyedrum influy6é también en la quimica del agua, como se observo en el FAD-2011,
cuando se registraron las mayores abundancias y las mas altas concentraciones de
Cd, y Cdgy. Con base en lo anteriormente expuesto, se hipotetiza que existe un umbral
de abundancia de aproximadamente 10° células L™ (Figura 1.3) a partir del cual la
asimilacion no es el unico proceso importante, sino que ademas existen otros procesos
que ponen en solucién al Cd y, posiblemente, al PO,>.

Existen varios mecanismos que, combinados, podrian explicar el incremento de Cd,
en L. polyedrum, todos ellos relacionados con la anhidrasa carbodnica (AC). Esta
enzima ha sido identificada en L. polyedrum (Lapointe et al. 2008) y es utilizada por el
fitoplancton para asimilar carbono inorganico, ya que cataliza la formacion de CO; a
partir de HCOj3™ (Price y Morel, 1990). Por ejemplo, el Cd puede ser utilizado de forma
alterna sustituyendo al Zn en la AC-Zn cuando este elemento se vuelve limitante (Price
y Morel, 1990; Lee et al., 1995; Xu et al.,, 2008) o puede ser utilizado directamente
como una enzima especifica (AC-Cd; Cullen et al., 1999). De esta manera, incrementos
en la actividad de la AC podrian explicar los aumentos de Cd en el fitoplancton
observados durante los periodos de alta productividad, como seria el caso del FAD-
2011, ya que conforme disminuye la presion parcial del CO, (pCO;) se incrementa la
utilizacion de esta enzima vy, por lo tanto, la asimilacién de Cd (Cullen et al., 1999; Lane
y Morel, 2000; Cullen y Sherell, 2005; Lane et al., 2009). Otro mecanismo que ha
demostrado incrementar la concentracion de Cd intracelular es la limitacion en la
disponibilidad de Fe disuelto (Feg), el cual puede actuar de dos maneras diferentes: (1)
disminuyendo la tasa de crecimiento del fitoplancton, pero manteniendo la tasa de
asimilacion de Cd constante (Cullen et al.,, 2003) o, (2) incrementando la tasa de
asimilacion de Cd a través de transportadores no especificos de Fe(ll) (Lane et al.,
2009).

A pesar de que no se midieron las variables antes mencionadas (pCO- y Fey), los
mecanismos que involucran disminucién de pCO; y limitacion por Fe podrian explicar el
incremento de Cd, durante el FAD-2011 (0.49 £ 0.60 nmol kg'). De esta manera, la
presion ejercida por las altas abundancias de L. polyedrum (hasta 2.25 x 10° células L
') podria reducir las concentraciones superficiales de CO, y Feq. Estas disminuciones
incrementan a su vez la necesidad y capacidad de asimilar Cdg, en un proceso similar
al que se ha demostrado que ocurre durante florecimientos de diatomeas (Cullen et al.,
1999; Takesue y van Geen, 2002; Lane et al., 2009) y, muy posiblemente, durante los
FAD de este estudio. Los incrementos en las concentraciones de Cd, durante el FAD-
2011 y la alta correlacion observada con la abundancia de L. polyedrum en el FAD-
2011 (r=0.81; P < 0.001), asi como en el FAD-2012 (r = 0.67; P = 0.024) indican que,
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efectivamente, los florecimientos algales de este organismo juegan un papel
fundamental en controlar los niveles de Cd en el agua de mar.

Las concentraciones superficiales de Cdyq y PO4* (0.123 — 0.916 nM y 0.095 — 1.38
MM, respectivamente) estuvieron por lo general dentro del rango de concentraciones
reportadas para la BTS y para las costas del Pacifico Norte (Tabla 1.1). Es interesante
notar que las altas concentraciones de Cdyq al inicio del FAD-2011 (0.71 £ 0.17 nM, dia
4; Figura 1.2c) excedieron los valores reportados en ausencia de florecimientos algales
asi como los obtenidos en este estudio (hasta 0.192 nM, R-2013), pero no fueron tan
elevados como los registrados por Lares et al. (2008). En este trabajo el incremento de
Cd, no se reflejo precisamente como una disminucion en la fase disuelta, como se ha
observado en otros estudios realizados durante florecimientos fitoplanctonicos (e.g.,
Knauer y Martin, 1973; Luoma et al., 1998; Kudo y Matsunaga, 1998; Cassis et al.,
2011), sino por el contrario, se manifestd6 como elevadas concentraciones de Cdq en la
superficie que coincidieron con los dias de mayor abundancia de células (FAD-2011,
Figura 1.2a, c). Esta tendencia es contraria a lo que se esperaria durante un
florecimiento fitoplanctonico, ya que la elevada asimilacion por L. polyedrum deberia
reducir las concentraciones de Cdgy, como se observo en los dias 6y 11.

Las altas concentraciones de Cdgy en la superficie pueden ser explicadas por la
incorporacion y subsecuente regeneracion de Cd producto de la remineralizacion de la
gran cantidad de material organico particulado producido constantemente durante los
FAD, junto con la posible presencia de ligandos organicos secretados por L. polyedrum,
los cuales podrian mantener en solucion al Cd (Figura 1.2c). Se ha reportado que
cantidades importantes de Cd (hasta el 70%; Bruland, 1992) pueden estar complejadas
organicamente en las capas superficiales de la columna de agua del Pacifico Norte
(Bruland, 1992), del Subantartico (Ellwood, 2004) y del Atlantico Oriental (Helmers,
1994). Se descarta el posible aporte de Cdq proveniente de aguas de surgencias del
exterior de la BTS, por varias razones: 1) aunque las surgencias ocurren a lo largo del
afo, son mas frecuentes e intensas en primavera-verano, mientras que los FAD de
2011 y 2012 se desarrollaron en otofio; 2) el estudio de Ruiz-de la Torre et al. (2013)
realizado en la BTS durante los dias 4 a 18 de haber iniciado el FAD-2011, reportaron
temperaturas superficiales altas (17.5 — 19 °C), lo que no coincide con aguas frias y
ricas en nutrientes recién surgidas; 3) ademas, se ha reportado que una vez que el
agua ingresa a la BTS hay un proceso de “afiejamiento”, que conlleva a una
disminucién en las concentraciones de Cdy y POs* debido al consumo por el
fitoplancton (Delgadillo-Hinojosa et al., 2015).

La distribucion tipo nutriente del PO,> durante los FAD y en ausencia de
florecimientos sugiere que las concentraciones son controladas por la asimilacion del
fitoplancton en la capa superficial y que la concentracién de PO4* se incrementa con la
profundidad debido a la remineralizacion de la materia organica (de Baar et al., 1994),
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aunque otros procesos también podrian ser relevantes. De esta manera, el incremento
en las concentraciones de Cdq y PO4* cerca del fondo (Figura 1.2c, d) podria ser
explicado por la remineralizacién de la materia organica producida por la lluvia de
material producto del FAD, en especial durante el FAD-2011 que fue el evento de
mayor abundancia fitoplanctonica (Figura 1.2a). Sin embargo, los incrementos en las
concentraciones disueltas también podrian ser ocasionados por flujos advectivos y/o
difusivos desde los sedimentos hacia la columna de agua. Estos flujos pueden resultar
de la oxidacion del excedente de materia organica producto del FAD, que posiblemente
no alcanza a degradarse en su totalidad en la columna de agua antes de llegar al
fondo, debido a la poca profundidad de la zona de muestreo (~ 25 m). En general, el
Cdg dominé en la columna de agua, aportando mas del 55% del Cd total (Cdr = Cdq +
Cdp). Sin embargo, en el FAD-2011, en donde se presentaron las mayores
abundancias de L. polyedrum, se observaron los menores porcentajes de Cdqa1y5m
de profundidad (56 y 55%, respectivamente). En contraste, cerca del fondo se
presentaron altos porcentajes de Cdgq durante los dos FAD (82 y 75%, FAD-2011 y
FAD-2012 respectivamente), pero fueron menores a los del R-2013 (93%). La
diferencia en los porcentajes de la fraccion disuelta puede ser explicada por la materia
organica producida, que no alcanza a remineralizarse y llega al fondo; este
comportamiento contrasta con la casi completa remineralizacion de la materia organica
en ausencia de florecimientos.

La diferencia entre la variabilidad en las concentraciones de Cdy, Cd, y PO4> en la
columna de agua entre el FAD-2011 y el FAD-2012, podria ser explicada por la mayor
abundancia de L. polyedrum en la superficie durante el primer evento (Figura 1.2a-d).
Durante el FAD-2011, las concentraciones superficiales de Cdq y Cd, se incrementaron,
pero las concentraciones de PO,> disminuyeron. Estos resultados sugieren que la
presencia de FAD de L. polyedrum afecta los niveles de Cd y PO4* y refuerzan la
hipdtesis de que existe un umbral de abundancia, a partir del cual la magnitud del
florecimiento afecta la quimica del agua. Las correlaciones de las abundancias de L.
polyedrum con las concentraciones de Cdq (r = 0.57) y Cd, (r=0.81) en el FAD-2011 y
con el Cd, (r = 0.67; Figura 1.3) en el FAD-2012, dan apoyo adicional a la hipétesis
propuesta de que existe un umbral de abundancia (106 células L'1), a partir del cual, las
concentraciones de Cdq y Cd, se incrementan significativamente.

1.5.2. Cdy/PO,*

En el océano, el Cdq presenta una distribucion caracteristica "tipo nutriente" que esta
fuertemente correlacionada con el PO4%, esto es, valores bajos en la superficie que se
incrementan con la profundidad (Bruland, 1980). Este comportamiento implica que las
concentraciones de ambas especies quimicas son controladas por su asimilacién por el
fitoplancton en aguas superficiales y por procesos de remineralizacion de la materia
organica en aguas profundas (de Baar et al., 1994; Takesue y van Geen, 2002). La
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relacion positiva entre el Cdg y el PO4> (en nM/uM) ha sido ampliamente estudiada y
reportada para todos los océanos (de Baar et al., 1994; van Geen y Husby, 1996;
Takesue y van Geen, 2002; Cullen, 2006). En el caso particular del Pacifico Noreste
(Bruland, 1980) esta relacién esta representada por la ecuacion:

[Cdq] = -(0.068 + 0.017) + (0.347 + 0.007)[PO4>] (1.1)
(r=0.99, P<0.001, n = 45)

Adicionalmente, a partir de datos de Cdg y PO4> reportados para aguas superficiales
de las costas de Baja California y California (Figura 1.4a; Bruland, 1980; Safudo-
Wilhelmy y Flegal, 1991, 1996; van Geen y Luoma, 1993; van Geen y Husby, 1996) se
obtuvo la siguiente ecuacion:

[Cdg] = (0.011 + 0.022) + (0.336 + 0.026)[PO4*] (1.2)
(r=0.83, P<0.001, n = 75)
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Figura 1.4. Relaciéon entre las concentraciones de Cd disuelto (Cdq) y PO,* durante dos
florecimientos de Lingulodinium polyedrum (a) FAD-2011 y (b) FAD-2012 en la Bahia de Todos
Santos, comparados con datos superficiales (0.336 + 0.026 nM/uM; Bruland, 1980; Safiudo-
Wilhelmy y Flegal, 1991, 1996; van Geen y Luoma, 1993; van Geen y Husby, 1996) reportados
frente a las costas de Baja California (BC) y California (CA). La linea discontinua representa la
regresion lineal para aguas superficiales costeras (Cdgcosta)) de BC y CA, mientras que la linea
punteada representa la regresion lineal para los datos de Cdg y PO, a 1-2 m del fondo durante
el FAD-2011. Se muestran las ecuaciones de las lineas de regresion, sus coeficientes de
correlacion (r), niveles de significancia (P) y nUumeros de muestras (n).
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La semejanza en las pendientes de las ecuaciones (1.1) y (1.2) indica que existe una
constancia en la razén Cd¢/PO4> para aguas oceanicas y superficiales del Pacifico
Noreste. Sin embargo, a pesar de que las aguas que ingresan a la BTS provienen del
Pacifico Noreste (Mancilla-Peraza y Martinez, 1991; Mateos et al., 2009) y poseen una
razon Cdy/PO4> constante, en este estudio y a diferencia de lo reportado en la
literatura, no se observé una correlacion significativa entre el Cdq y el PO4> en ninguno
de los florecimientos (P > 0.05, Figura 1.4a, b), indicando que los valores de la relacion
Cdy/PO4* fueron muy variables durante estos FAD. La Figura 1.2e muestra que la
relaciéon promedio Cdy/PO,>, para las tres diferentes profundidades durante los FAD y
en ausencia de florecimientos, presentd una tendencia a disminuir con la profundidad.
Sin embargo, durante el FAD-2011 los valores a 1 y 5 m de profundidad (1.16 £ 0.85 y
0.52 + 0.54 nM/uM, respectivamente) fueron mayores que la razén reportada para
aguas costeras del Pacifico Nororiental (0.336 £ 0.026 nM/uM; ecuacion 1.2). Las
Figuras 1.2e y 1.4 sugieren que existen diferentes procesos en la columna de agua que
producen un comportamiento diferencial entre Cdq y PO4>, unos que se presentan en la
parte superior de la columna de agua (1 y 5 m) y otros cerca del fondo (1-2 m del
fondo), en especial en el FAD-2011. En la Figura 1.4a se puede observar que, por lo
general, los datos superficiales de Cdyg/PO,> se encuentran por encima de la curva
obtenida para aguas oceanicas y costeras del Pacifico Nororiental (ecuaciones 1.1 y
1.2), mientras todos los datos a 1-2 m del fondo estuvieron por debajo de esta curva.
Como resultado de ese comportamiento diferencial, cerca del fondo se observd una
correlacion altamente significativa (r = 0.86, P < 0.001) entre Cdq y PO4*, solo durante
el FAD-2011.

La variabilidad en las concentraciones de Cdg, Cd, y PO,* en aguas superficiales
puede ser explicada como consecuencia de la elevada productividad biologica
producida durante los FAD, la cual se concentré casi en su totalidad en la superficie
(Figura 1.2a). Como resultado de la alta productividad durante el FAD-2011, es posible
que L. polyedrum esté reduciendo las concentraciones de PO4> disponible en el medio,
lo cual podria estar reflejando una asimilacion preferencial de PO,* o una menor
asimilacion de Cd, como lo sugiere la Figura 1.4a. Este mismo comportamiento también
se ha reportado en poblaciones naturales de diatomeas en las costas de Oregon (EUA,
Takesue y van Geen, 2002), asi como en cultivos de estos mismos organismos (Kudo
et al., 1996). La baja pendiente Cdy/PO4> obtenida en el FAD-2011 para aguas
cercanas al fondo (0.120 + 0.022 nM/uM, Figura 1.4a) apoya la hipétesis de la posible
limitacion por Fe en la BTS durante el periodo de estudio. Algunos autores han
reportado razones similares para zonas donde existe limitacion por Fe, como seria el
caso de las aguas intermedias del Antartico (0.10 nM/uM, Loscher et al., 1998) y el Mar
de Bering (0.21 £ 0.03 nM/uM, Cullen, 2006). Para aguas superficiales de la BTS
Delgadillo-Hinojosa et al. (2015), reportaron que los mas altos valores de Cdg/PO,>
(0.87 + 0.12 nM/uM), que ocurrieron durante primavera, estuvieron fuertemente
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correlacionados con la productividad del fitoplancton (r = 0.80; P < 0.001). Estos
autores sugieren que la intensidad de la actividad bioldgica tiene un impacto en la
dindmica estacional de la razon Cdy/PO4> en la BTS. Sin embargo, en este estudio sélo
los valores de la relacién Cd¢/PO,> durante el FAD-2011 se correlacionaron
positivamente con la abundancia de fitoplancton (r = 0.53; P < 0.001), lo que nos
sugiere que esta razéon no solo es afectada por la presencia del florecimiento, sino
también por su intensidad y, posiblemente, también por la especie de fitoplancton
involucrada. Estos resultados son consistentes con los bajos valores de la relacion
Cdy/PO4*> (0.203 + 0.089 nM/uM) registradas en la superficie en ausencia de
florecimientos, en el otofio de 2013 (R-2013), y con la presencia de bajas abundancias
fitoplanctonicas.

El comportamiento observado en la relacion Cdy/PO,> cerca del fondo, asi como los
incrementos en las concentraciones de PO4> y, en menor grado, de Cdq a esta misma
profundidad (Figuras 1.2c, d, e) podrian ser explicados por dos procesos:

Proceso 1: remineralizacion de la materia organica en la columna de agua. La
distribucién tipo nutriente del PO4* refleja su asociacion con la materia organica (Figura
1.2d), en donde las concentraciones promedio se incrementan gradualmente con la
profundidad, en especial durante el FAD-2011. Los incrementos en Cdg y PO4> pueden
ser explicados por procesos de oxidacion del exceso de materia organica producto de
los FAD, exportada al fondo de la columna de agua. Este proceso se presento
particularmente durante el FAD-2011, cuando se observaron las mas altas
concentraciones de Cdg y PO4* cerca del fondo (Figura 1.2c, d). Sin embargo, si la
remineralizacion fuera el Unico proceso responsable entonces: (1) no se obtendria el
comportamiento diferencial observado entre las razones Cd¢/PO,> para la parte
superior de la columna de agua y la cercana al fondo (Figura 1.4a); y (2) se esperaria
que el Cd tuviera el mismo comportamiento tipo nutriente del PO4%, lo cual no fue el
caso, como se puede observar en la Figura 1.2c. El desacople observado en la Figura
1.4a sugiere la existencia de otros procesos que pudieran modificar las
concentraciones de Cd y PO,%.

Proceso 2: flujos benténicos. El incremento en las concentraciones promedio de Cd y
PO, cerca del fondo (Figuras 1.2c, d) también podria ser explicado por flujos
benténicos de estos dos componentes disueltos producidos por la mineralizacion de la
materia organica en los sedimentos, producto de la lluvia de material organico
particulado. Por otro lado, la Figura 1.4a sugiere que si estos flujos estan presentes,
entonces habria una liberacién preferencial de PO,> hacia la columna de agua o una
retencion preferencial de Cd en los sedimentos, ya que los valores de la razon
Cdy/PO4* cercanos al fondo se encuentran por debajo de la curva obtenida para aguas
superficiales costeras de Baja California y California. La presencia de bajas
profundidades en la BTS (entre 10 y 50 m; Argote-Espinosa et al., 1991) y alta
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productividad durante gran parte del afio y en especial durante los FAD, aumentan las
posibilidades de enterramiento de materia organica sumamente labil en los sedimentos
y, por lo tanto, la presencia de flujos bentdnicos importantes hacia la columna de agua.
Una vez que la materia organica es enterrada en los sedimentos, durante los procesos
de oxidacion se libera Cd y PO,* al agua intersticial los cuales, por procesos difusivos
o advectivos, pueden emigrar hacia la parte mas profunda (andxica a andxica-sulfidica)
del sedimento o hacia la interfase agua-sedimento. Para el caso especifico del Cd, este
elemento puede coprecipitar con los sulfuros de Fe (e.g. Huerta-Diaz y Morse, 1992) o
precipitar como CdS (Davies-Colley et al., 1985) en la zona andxica-sulfidica del
sedimento. Para el caso de la fraccion de Cd y PO,* que emigra hacia la interfase
agua-sedimento, estas dos especies disueltas pueden llegar a estar asociadas con los
oxi(hidroxi)dos de Fe y Mn (e.g., Gadde y Laitinen, 1974; Fu et al., 1991; Tessier et al.,
1996) que se encuentran presentes en la zona 6xica del sedimento. Como resultado de
los procesos antes mencionados, podria entonces darse una liberacion preferencial de
PO4* ocasionada por la oxidacion de la materia organica y/o una retencién preferencial
de Cd por sulfuros y oxi(hidréxi)dos de Fe y Mn.

De esta manera los diferentes comportamientos de Cdg y PO4* en la columna de
agua pueden asociarse a la presencia de varios procesos: en la parte superior de la
columna de agua representados por la asimilacion biolégica y la remineralizacion de la
materia organica; y cerca del fondo principalmente por la remineralizacién de la materia
organica y posiblemente por flujos bentonicos ocasionados por procesos diagenéticos
que ocurren dentro de los sedimentos.

Los resultados del presente estudio sugieren, la existencia de un desacople en el
comportamiento del Cd y el PO,* en el interior de la BTS durante el periodo de estudio,
principalmente a causa del desarrollo de florecimientos de L. polyedrum. Sin embargo,
este desacople también podria estar relacionado con las caracteristicas particulares de
la bahia, tales como la morfologia costera, la poca profundidad (entre 10 y 50 m), el
patron de circulaciéon superficial (presencia de giros ciclénicos y anticiclonicos), y su
comportamiento como centro de retencién (Mateos et al., 2009; Delgadillo-Hinojosa et
al., 2015). Estas caracteristicas hacen que los procesos biolégicos tengan un papel
relevante y puedan a su vez ejercer un control mas efectivo sobre los ciclos de los
nutrientes y metales traza. De ser asi, entonces las razones Cdy/PO,* reportadas para
la BTS deberian ser en general diferentes a las reportadas para las aguas oceanicas y
superficiales del Pacifico Noreste (Bruland, 1980; Safiudo-Wilhelmy y Flegal, 1991,
1996; van Geen y Luoma, 1993; van Geen y Husby, 1996). Este es efectivamente el
caso; por ejemplo, Salamanca-Quevedo (2013) obtuvo una razén Cd¢/PO4> promedio
de 0.24 nM/uM para la columna de agua en un ciclo anual, con los menores valores en
otofio (0.12 nM/pM) y los mayores en primavera (0.21 nM/uM). Por otro lado, en aguas
superficiales de la BTS, Lares et al. (2008) calcularon una razén Cdq/PO4> de 0.36 +
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0.13 nM/uM durante la etapa final de un FAD de L. polyedrum en el 2005; sin embargo,
el siguiente afo esta razén se increment6 a 0.98 + 0.16 nM/uM en ausencia de
florecimientos (Lares y Marinone, 2009). Estos autores sugieren que las diferencias en
la razén Cd¢/PO,> pueden estar reflejando la remocion preferencial de Cd vs. PO4>
por el fitoplancton, el cual fue mas abundante en el 2005 que en el 2006.

Si bien los diferentes autores explicaron las variaciones en las razones Cdg/POs>
dentro de la BTS como una consecuencia de la influencia de la actividad biolégica y
aunque los datos obtenidos en esta investigacion indican que existe una relacion
significativa entre la razén Cdy/PO4> y la abundancia del fitoplancton durante el FAD-
2011 (r = 0.53, P < 0.001), los datos obtenidos también sugieren que otros procesos
pudieran ser importantes. Se ha propuesto que cambios en la biomasa asi como en las
especies del fitoplancton tienen un efecto complejo en el ciclo de algunos nutrientes y
metales traza (Luengen et al., 2007), como se propone aqui para el Cd y el PO,*. Por
otra parte, la gran variabilidad en las razones Cd4/PO,> observadas para la BTS, una
zona en donde la estacionalidad y el tiempo de retencién del agua producen cambios
en la quimica del agua y crean una variedad de escenarios, sugieren que la utilizacion
del Cd y el PO4* en esta bahia es bastante compleja.

Lo anterior demuestra que la razén Cdy/PO4> ademas de variar con la edad de la
masa de agua, como se ha observado para los diferentes océanos (de Baar et al.,
1994) o para las zonas High Nutrient Low Chlorophyll (HNLC) (Loscher et al., 1998;
Cullen, 2006), también puede variar por otros procesos como los sugeridos en este
estudio. De ser asi, el desacople del Cd y el PO,> observado en la BTS sugiere que la
relacion Cd vs. PO,> utilizada como proxy de la utilizacién de PO,* en aguas
superficiales del pasado historico debe ser manejada con cautela, ya que supone que
ambas variables permanecen constantes en el tiempo y el espacio (Elderfield y
Rickaby, 2000), lo cual no sucede en la BTS. Por lo tanto, el uso de esta relacion para
reconstruir condiciones pasadas de la utilizacion de nutrientes no permitiria una
estimacion valida, asi como ha sido propuesto para aguas altamente productivas
recientemente afloradas en California (Cullen y Sherrell, 2005) y para aguas
superficiales del Subantartico (Gault-Ringold et al., 2012).

1.6. Conclusion

Se estudid la influencia de los florecimientos algales del dinoflagelado L. polyedrum
en el comportamiento de Cd y PO,* en la columna de agua de la BTS, una bahia
localizada al noroeste de la Peninsula de Baja California. De manera general se
observd que existe una gran variabilidad espacial en la abundancia de L. polyedrum
dentro de un mismo florecimiento y en un mismo dia, asi como en las concentraciones
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de Cdgq, sugiriendo una distribucion por parches de L. polyedrum y cambios asociados
con esta distribucién. Las altas concentraciones de Cdq4, Cd, y POs* en la superficie
especialmente durante el FAD-2011, sugieren que la abundancia de L. polyedrum es la
responsable de modificar las concentraciones de estos componentes. Por lo tanto, se
propone que existe un umbral de abundancia de aproximadamente 10° células L™, a
partir del cual la magnitud del FAD afecta significativamente la quimica del agua. La
relacion entre Cdy y PO,* sugiere que existen diferentes procesos en la columna de
agua que producen un comportamiento diferencial entre Cdq y PO,*: en la parte
superior de la columna de agua procesos de asimilacion biolégica y remineralizacion; y
en aguas cercanas al fondo, procesos de remineralizacion y flujos bentonicos
ocasionados por la oxidacion de gran cantidad de materia organica y procesos
diagenéticos que ocurren en los sedimentos. Finalmente, los resultados del presente
estudio, la gran variabilidad en las razén Cdy/PO,> observada en la BTS, y las
diferencias observadas con aguas adyacentes del Pacifico Noreste, sugieren un
desacople en el comportamiento de Cd y el PO,> en el interior de la BTS ocasionado,
no solo por las caracteristicas particulares de la bahia, sino también por la presencia de
florecimientos de dinoflagelados.
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Capitulo 2. Remocién de cadmio y fosfato por Lingulodinium polyedrum bajo
condiciones representativas del medio natural

2.1. Introduccion

Las interacciones entre metales traza (MT) y fitoplancton han sido estudiadas desde
los afos 70’s, lo que ha permitido conocer las rutas por las que los MT pueden ser
tomados y/o asimilados del medio (Sunda y Huntsman, 1998; Twing et al., 2004). Las
bajas concentraciones de MT en el agua de mar son la causa y el resultado de que el
fitoplancton haya desarrollado un sistema de asimilacion eficiente y una capacidad de
reemplazo de metales por otros para cumplir diferentes funciones metabdlicas (Price y
Morel, 2003). Algunos elementos traza, especialmente los esenciales, influyen en la
produccion oceanica, en el crecimiento del fitoplancton y en la estructura de la
comunidad (Bruland et al., 1991; Wells et al., 1991; Gonzalez-Davila, 1995; Hutchins et
al., 1998; Ho et al., 2003). Los MT especialmente los esenciales (Fe, Cu, Zn, Mn, Mo y
Co), tienen un efecto directo en la fotosintesis y en la respiracion a nivel celular (Morel
y Price, 2003). Inicialmente se pensaba que unicamente la disponibilidad de nutrientes
(N y P) limitaba el desarrollo del fitoplancton; sin embargo, algunos MT (Fe, Co, Cu, Zn,
Cd y Mn) al ser removidos por el fitoplancton de la superficie del mar pueden resultar
co-limitantes para el crecimiento celular (Morel, 2008). Una vez en el interior de las
células los MT (Fe, Mn, Zn, Cu, Co, Mo, Ni) influyen en su metabolismo, como
consecuencia del papel que juegan como cofactores esenciales en metaloenzimas
(Sunda, 1989).

El Cd no es un elemento esencial para los organismos marinos, aunque Ssus
concentraciones estan controladas por la actividad biolégica del fitoplancton, como lo
demuestra su distribucion vertical tipo nutriente y su fuerte correlacion con el PO,>
(Bruland et al., 1991; de Baar et al., 1994; Takesue y van Geen, 2002). El PO,> es
indispensable para el crecimiento del fitoplancton y es almacenado por las células
como fuente de energia, ya que es utilizado para la produccion de fosfolipidos, ATP y
acidos nucleicos. EI Cd y el PO,> son removidos en aguas superficiales (Noriki et al.,
1985) y posteriormente son liberados durante los procesos de oxidacion de la materia
organica en su trayecto hacia el fondo del mar (Sunda, 2012). Cultivos de incubacion
con diatomeas, han demostrado que la remocion biolégica de Cd en aguas
superficiales del océano esta relacionada con su utilizacién en la enzima anhidrasa
carbonica (AC), ya que sirve como cofactor enzimatico, sustituyendo al Zn en la AC-Zn
cuando este elemento se encuentra en concentraciones limitantes (Price y Morel, 1990;
Lee et al., 1995; Xu et al., 2008), o también puede ser utilizada directamente como una
enzima especifica (AC-Cd; Cullen et al.,, 1999). La enzima AC, que ya ha sido
identificada en Lingulodinium polyedrum (Lapointe et al., 2008), esta involucrada en la
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asimilacion de carbono inorganico ya que cataliza el equilibrio entre HCO3" y CO; en la
fotosintesis, unica funcion biolégica del Cd conocida hasta el momento (Cullen et al.,
1999). De esta manera, a bajas concentraciones el Cd podria funcionar como nutriente,
en especial cuando hay limitacion de Zn (Lee y Morel, 1995; Sunda y Huntsman, 2000;
Lane et al., 2005; Xu et al., 2008).

Existen pocos trabajos de laboratorio sobre la capacidad de los dinoflagelados para
acumular metales como el Cd, o el efecto que tiene este elemento sobre su ciclo de
vida. La mayoria de los trabajos se han enfocado a evaluar la eficiencia de remocién de
algunos metales y nutrientes pero con fines de bioremediacion utilizando
concentraciones que sobrepasan, por varios 6rdenes de magnitud, las concentraciones
encontradas en el medio natural. Por ejemplo, en trabajos de remocion de Cd se ha
reportado que el dinoflagelado Prorocentrum micans presentoé un crecimiento normal a
concentraciones < 3.5 nM, mientras que a elevadas concentraciones (10.7 - 890 nM)
hubo una disminuciéon o inhibicion del crecimiento (Kayser y Sperling, 1980). Se ha
reportado que a concentraciones de 4.4 uM de Cd las células de L. polyedrum se
enquistan y abandonan la fase plancténica, mientras que a concentraciones de 23 yM
hay mortalidad total (Okamoto et al. 1999). Romano (2010) observé mortandades de
50% de células de L. polyedrum durante las primeras 24 horas a concentraciones de 27
UM de Cd. Sin embargo, las utilizadas en estos trabajos son hasta 4 x 10* veces
mayores que la concentracién natural de Cd en el océano y, en particular, en las costas
de Baja California y California (~0.1 — 1.0 nM de Cd, Tabla 1.1).

Como resultado de la asimilacion de Cd por el fitoplancton se han reportado, durante
florecimientos fitoplanctonicos, incrementos en las concentraciones de Cd en el
fitoplancton (Knauer y Martin, 1973; Kudo y Matsunaga, 1998; Cassis et al., 2011), asi
como una disminucién y/o agotamiento en la concentracién de Cd disuelto (Cdg) en el
Estuario Scheldt (Paises Bajos, Zwolsman y van Eck, 1999) y en la Bahia de San
Francisco (EUA, Luoma et al., 1998). De igual forma, se han observado disminuciones
en las concentraciones de PO,*> en la Bahia de San Francisco (Luoma et al., 1998;
Luengen et al., 2007) y en la Bahia Funka (Japén, Kudo y Matsunaga, 1998);
resultados esperados en presencia de altas abundancias fitoplanctonicas. Es por ello
que las altas concentraciones de Cdg y PO,> (maximos de 2.15 nM y 5.11 uM,
respectivamente) observadas en la Bahia de Todos Santos (BTS) por Lares et al.
(2008) al final de un florecimiento del dinoflagelado L. polyedrum (FAD), el cual dur6
seis meses y fue uno de los mas prolongados desde el primer registro en el 2000 para
la BTS (Pefia-Manjarrez et al.,, 2005), sugieren que los florecimientos de
dinoflagelados, en particular de L. polyedrum, presentan un comportamiento diferente
al de otros organismos fitoplactonicos. Lares y Marinone (2009) proponen que L.
polyedrum podria tener una alta capacidad de asimilacién de Cd y PO,%, los cuales
pudieron liberarse al final del florecimiento por la remineralizacion de la gran cantidad

36



de materia organica producida y quedar atrapados en la superficie dadas las
condiciones de estratificacion de la columna de agua.

Con base en los antecedentes mencionados, se esperaria que L. polyedrum tuviera
la capacidad de asimilar Cd y PO,* del medio, lo cual se reflejaria en una disminucién
en la fase disuelta. Con el objetivo de conocer la capacidad de remocién de Cd y PO,>
por el dinoflagelado L. polyedrum bajo condiciones de laboratorio, se presentan en este
trabajo los resultados obtenidos de tres tratamientos en cultivos batch, en donde las
células fueron expuestas a diferentes concentraciones de Cd (0.690 + 0.084 a 1.62 +
0.18 nM) y PO,* (0.922 + 0.023 a 6.18 + 0.16 uM), similares a las reportadas para la
BTS durante el desarrollo de florecimientos algales de L. polyedrum. Adicionalmente,
se realizé y un cuarto tratamiento en donde estaban representadas las concentraciones
comunmente utilizadas para cultivos de dinoflagelados (Medio L1). Estos cultivos de
laboratorio fueron realizados para evaluar si las bajas o altas concentraciones de Cd y
PO,> tienen algun efecto sobre el ciclo de vida de L. polyedrum, asi como en el
desarrollo y mantenimiento de florecimientos algales.

2.2. Materiales y métodos
2.2.1. Limpieza del material

Todo el material utilizado en la fase de experimentacion se prepard utilizando
técnicas de ultralimpieza que involucraron su lavado con jabon libre de fosfatos
(Citranox®) al 2% (v/v), seguido de tres enjuagues con agua destilada y desionizada
(ADD) grado Milli-Q (> 18 MQ cm™"). Posteriormente, el material se dejé en un bafio de
HCI grado reactivo al 50%, seguido de otro bafio de HNO3z OmniTrace al 0.5%; en cada
paso el material en acido se calent6é a 60 °C en un horno durante 24 horas, seguido de
tres enjuagues con ADD. Una vez terminados los enjuagues, el material se esterilizo en
autoclave durante 20 min a 121 °C y 1.05 kg m? para evitar cualquier tipo de
contaminacion por bacterias y otros organismos. Todo el material se secod a
temperatura ambiente durante dos dias en una campana de flujo laminar ubicada en el
interior de un cuarto ultralimpio Clase 100. Una vez seco, el material se guardo en
doble bolsa de plastico Ziploc® hasta su uso posterior.

2.2.2. Microalga seleccionada y condiciones de cultivo

La microalga seleccionada fue el dinoflagelado L. polyedrum, proporcionado de
cultivos preparados y aclimatados en el Laboratorio de Microbios Marinos del Centro de
Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE), México. El
dinoflagelado se cultivdo en medio “L1” (Guillard y Hargraves, 1993; Tabla 2.1),
normalmente utilizado para el cultivo de dinoflagelados y otras microalgas. No fue
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necesario agregar silicatos, ya que no es requerido por este organismo, pero si por las
diatomeas para formar la pared celular (frustulas). Para preparar este medio de cultivo
se utilizé agua de mar oceanica, recolectada el 7 de agosto de 2013 en el exterior de la
Bahia de Todos Santos, aproximadamente a 16 km de las costas de Ensenada. El
agua de mar se filtré en el laboratorio, inicialmente por gravedad a través de filtros
Whatman® GF/F (0.7 ym de tamafio de poro y 47 mm de didmetro) y posteriormente a
través de filtros Nuclepore® de policarbonato (0.2 pm de tamafio de poro y 47 mm de
diametro). Antes de preparar el medio de cultivo, el agua de mar se burbujeé con CO;
(5 min L™ de agua de mar) para equilibrar el pH, se esterilizé en autoclave durante 20
min a 121 °C y 1.05 kg m™? y finalmente se dejo equilibrar a temperatura ambiente.

Tabla 2.1. Composicién del medio de cultivo “L1” (Guillard y Hargraves, 1993) utilizado en los
cultivos de L. polyedrum. Se indica la cantidad necesaria para preparar 1 L de agua de mary la
concentracion final del medio.

Cantidad Concentracion final
Compuesto (mL) (M)
Solucion de NaNO; 1.0 8.82 x 10
Solucién de NaH,PO, - H,0O 1.0 3.62x107°
Solucién de Na,SiO3 - 9 H,O 0.0 0.0
Na,EDTA- 2H,0 1.17 x 10°
FeCl; - 6H,0 1.17 x 10°
MnCl,-4 H,0 9.09 x 107
ZnSO, - 7H,0 8.00 x 10'2
g CoCl, - 6H,0 5.00 x 10°
f;g'z‘;c"’” de metales 50, - 5H,0 1.0 1.00 x 10°®
Na,MoO; - 2H,0 8.22 x 10
H,SeO, 1.00 x 10°®
NiSO, - 6H,0 1.00x 10°®
NasVO, 1.00 x 10°®
K,CrO, 1.00 x 10°®
g Tiamina - HCI (B) 2.96 x 107
Solucién de Biotina (H) 05 2.05 x 10°°
vitaminas

Cianocobalamina (B1z)

3.69x107°

Para L. polyedrum se han establecido como condiciones optimas de crecimiento
(Pefa-Manjarrez, 2008) una temperatura de 20 °C, irradiancia PAR de 100 ymol cuanta
m? sy sin limitacion de nutrientes. Con base en estas consideraciones se manejaron
condiciones controladas de irradiancia (100 pmol cuanta m? s') con lamparas de luz
fluorescente marca Philips catalogo F40T12/DX, temperatura (20 °C) y un fotoperiodo
luz:oscuridad de 12:12 horas. La aclimatacion de los cultivos se realizé durante un mes
en cultivos batch que iniciaron en matraces Erlenmeyer de 100 mL, haciendo
recambios de mantenimiento cada ocho dias, tiempo estimado en que L. polyedrum
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alcanza la fase de crecimiento exponencial bajo condiciones controladas. Finalmente,
para tener la biomasa suficiente para inocular 12 matraces de 700 mL, cada uno con 1
mL (aproximadamente 0.1 x 10° células L"), el cultivo se escalé gradualmente a
volumenes progresivamente mayores hasta obtener 1 L.

2.2.3. Diseino experimental

La parte experimental se llevd a cabo en el Laboratorio de Biologia y Cultivo de
Microalgas | del Departamento de Acuicultura del CICESE. Se realizaron cultivos en
lotes no axénicos en matraces Erlenmeyer de 1000 mL de capacidad con 700 mL de
medio de cultivo L1 (Guillard y Hargraves, 1993). Este cultivo fue cosechado durante la
fase exponencial de crecimiento y fue usado como in6culo para iniciar los cultivos
experimentales. Al inicio del experimento se transfirid 1 mL del stock de células a cada
uno de los tratamientos (Tabla 2.2), en atmdsfera estéril dentro de una camara de flujo
laminar y junto a un mechero. Los cultivos se mantuvieron en camaras incubadoras
(VWR Scientific, modelo 2015) bajo las mismas condiciones de temperatura, irradiancia
y fotoperiodo mencionadas en la seccion de 2.2.2 en las condiciones de cultivo.

Tabla 2.2. Condiciones experimentales promedio (x una desviacion estandar; n = 3) al inicio del
experimento de remocién de Cd disuelto (Cdy) y PO,> por Lingulodinium polyedrum. El agua de
mar con la que se preparo el medio de cultivo tenia una concentracién de Cd = 0.121 + 0.005
nM (n = 3). FAD = florecimiento algal del dinoflagelado L. polyedrum.

Condicién Cdyqg PO43' Abundancia celular
representativa (nM) (UM) (x 10° cél L'1)
FAD-2011 0.690 + 0.084 0.922 + 0.023 0.096 + 0.016
Intermedio 0.99 £ 0.59 3.746 £ 0.028 0.182 £ 0.049
FAD-2005* 1.62+0.18 6.18 £ 0.16 0.186 + 0.068
Medio L1 0.357 £ 0.097 23125 0.106 + 0.036

*Lares et al. (2008)

El disefio experimental involucré cuatro tratamientos mantenidos por triplicado, cada
uno con su control (e.g., sin agregar células de L. polyedrum) y con diferentes
concentraciones de Cdy y PO4>. Las concentraciones de Cdy y PO,* fueron
seleccionadas con el objetivo de representar valores reportados en condiciones
naturales en la BTS durante florecimientos de L. polyedrum: (1) FAD-2011, que
representa valores similares a los registrados durante el FAD de 2011 (Capitulo 1); (2)
FAD-2005, que representa maximas concentraciones reportadas durante la etapa final
de un FAD en el 2005 (Lares et al., 2008); (3) Intermedio, que representa valores
intermedios entre el FAD-2005 y FAD-2011, pero que a su vez representa
concentraciones similares a las reportadas en Baja California y California en ausencia
de FAD (Tabla 1.1; Capitulo 1); y, (4) Medio-L1, utilizando las concentraciones
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naturales del agua de mar filtrada del exterior de la BTS y las concentraciones de los
nutrientes contenidas en el medio “L1” (Tabla 2.2). Los controles para cada uno de los
tratamientos se realizaron con el objetivo de monitorear que no se diera adsorcion a las
paredes del matraz o que no ocurriera algun tipo de reaccion o precipitacion que
modificara las concentraciones de Cdgy PO,

Las concentraciones finales de Cd para cada uno de los tratamientos se obtuvieron
utilizando una solucion madre de Cd con una concentracion de 1 pM. La solucion fue
preparada con CdCl, y con la misma agua de mar filtrada que se utilizé para preparar el
medio de cultivo. A partir de esta solucion y teniendo en cuenta la concentracion de Cd
en el agua de mar filtrada, se agregaron los volumenes necesarios a cada uno de los
tratamientos hasta obtener la concentracion de Cd deseada. Para obtener las
concentraciones de PO,> establecidas, a partir de la solucion de NaH,PO4-HO,
adquirida para la preparacion del medio “L1”, se agregd un volumen definido a cada
tratamiento. Adicionalmente, se midi6 el pH de cada una de las réplicas con un
potencidmetro Hanna para celdas de 1 mL, al inicio (dia 0), a las 24 horas v,
posteriormente, cada tercer dia hasta el final del experimento (dia 10).

2.2.4. Crecimiento de los cultivos de L. polyedrum

El incremento en el numero de células de L. polyedrum se midi6é durante diez dias de
cultivo, mediante conteo celular utilizando un microscopio Carl Zeiss (Lambda LS,
Sutter, 100X). Las células se colocaron en una camara Palmer-Maloney con capacidad
de 0.1 mL. Se dio seguimiento al crecimiento de los tratamientos realizando conteos
cada tercer dia de una submuestra de 1 mL de cada cultivo, obtenida en atmosfera
estéril en una camara de flujo laminar con mechero. Las muestras para el conteo de L.
polyedrum se fijaron con una solucion saturada de lugol-acetato para inmovilizar y
preservar las células. Con las abundancias celulares se construyeron curvas de
crecimiento para cada tratamiento y se calculé la tasa de crecimiento (u) durante la
fase exponencial (Fogg y Thake, 1987) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

_ (log, n3 - log, n1) (2_1)
ty - tq

M

En donde p es la tasa maxima de crecimiento de L. polyedrum durante la fase de
crecimiento exponencial, nz y n4 corresponden a la abundancia celular en el tiempo final
e inicial, respectivamente, y t; - t1 es el intervalo de tiempo transcurrido entre un
muestreo y el siguiente.

2.2.5. Remocion de Cd y PO,*

Para evaluar la cantidad de Cd y PO4> removido por L. polyedrum en cada condicion
experimental, se tomaron alicuotas (50 a 60 mL) de cada tratamiento al inicio del
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experimento (dia 0), a las 24 h (dia 1) y posteriormente cada tercer dia hasta completar
10 dias de cultivo, sin reponer el volumen extraido. Cada submuestra de agua, se filtro
utilizando una jeringa con émbolo Norm-Ject® provista de un portafiltro, al cual se le
colocaron filtros Nucleopore® de policarbonato (0.45 ym de tamafio de poro y 47 mm de
didmetro) previamente lavados con HCI al 30% (OmniTrace®), HNOs 1% (OmniTrace
Ultra®) y ADD. De la muestra filtrada se tomaron 5 mL para el andlisis de PO,>, 1.5 mL
para medir el pH y el volumen restante, utilizado para el analisis de Cd, se acidificd con
1.0 mL de HNOj3; concentrado (OmniTrace Ultra) por cada litro de agua (pH < 2). El Cd
disuelto fue preconcentrado, dentro de un cuarto ultralimpio, utilizando una resina de
intercambio i6nico Chelex-100® (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA), de acuerdo a la
técnica descrita por Bruland et al. (1979).

El Cdg se cuantificd con un espectrofotdmetro de absorcién atdmica con horno de
grafito (GF-AAS; AAnalyst 600, Perkin-Elmer) utilizando el método de adicién estandar
para compensar por efectos de matriz. La exactitud y precision del método se evaluo
utilizando el material de referencia certificado para agua de mar CASS-5 (Canadian
Research Council of Canada). El porcentaje de recuperaciéon para Cdq fue de 93 + 4%,
con una precision de 5.6% (Tabla 1.2). Los blancos de procedimiento se analizaron
igual que las muestras, pero utilizando ADD. Los limites de deteccion se calcularon
como tres veces la desviacion estandar del blanco de procedimiento (Tabla 1.2).

Las concentraciones de PO,> se determinaron utilizando el método del acido
ascorbico descrito para un Hach (Hach, 1997). Se tomaron 5 mL del agua de mar
filtrada a los cuales se les agregé un sobre de un reactivo de fosfato (PhosVer® 3). La
reaccion produjo un color azul cuya absorbancia fue medida a 885 nm de longitud de
onda en un espectrofotometro Hach modelo DR/4000 UV-VIS. Adicionalmente, se
realizaron curvas de calibracion utilizando la solucion stock de fosfato monobasico de
sodio (NaH,PO4-H,0) adquirida para la preparacién del medio L1.

La concentracion de Cd (y PO4*) removida por L. polyedrum, se calculd como la
diferencia entre la concentracion inicial y final. Adicionalmente, para considerar las
variaciones en las concentraciones entre dias de muestreo, se calculé la concentracion
de Cd y PO4* removida acumulada (ZRgi x) expresada como la sumatoria de las
concentraciones removidas cada dia de muestreo utilizando la siguiente ecuacion:

2R4iax=C - Cgiax (2.2)

dia x-i

Donde Rgia x €5 la concentracion de Cd (o PO4*) removido por L. polyedrum cada dia
de muestreo (x = 1, 3, 5, 7 'y 10), Cqia x €S la concentracién de Cd o PO,* (nmol L™ y
umol L', respectivamente) en el medio de cultivo para cada dia de muestreo y Cgia x.i €8
la concentracién de Cd o PO,> el dia de muestreo previo al dia x. EI Cd y PO,*
removido por L. polyedrum se calcul6 en términos de cantidad removida por cada litro
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de solucioén para poder comparar estos resultados con las concentraciones en el medio
natural, razén por la cual se expresa en unidades de concentracién (nmol L™y ymol L,
Cd y PO,* respectivamente). Adicionalmente, teniendo en cuenta la cinética de
remocién de Cd y PO,> durante el tiempo de los cultivos, se calcularon las tasas de
remocion, de primer orden para el Cd y de orden cero para el PO4>.

Con el objetivo de eliminar la variabilidad ocasionada por los cambios en las
abundancias celulares durante el desarrollo del cultivo, se calcul6 la cantidad de Cd y
PO,* removida por célula durante el transcurso del experimento. La concentracion
removida cada dia de muestreo (ecuacion 2.2) se normalizé por el nimero de células L
' del dia respectivo, mediante la siguiente ecuacion:

C. .. - Cgi

Resiuia = (mm’% (2.3)
En donde Resiuia €5 la cantidad de Cd o PO4* removida por cada célula de L. polyedrum
(nmol célula™ y umol célula™, respectivamente), C es la concentracion de Cdq 0 PO4*
en el medio de cultivo cada dia (x = 1, 3, 5, 7 y 10) de muestreo, Cgia xi €S la
concentracién de Cd o PO,> el dia de muestreo previo al dia x y, finalmente, célgia x
corresponde al nimero de células L™ presentes el dia x. Para el caso de los controles
experimentales de cada uno de los tratamientos, los resultados indicaron que no se
removié Cd ni PO,> durante las primeras 24 horas, pero al tercer dia ya se habia
removido entre 7 a 15% del Cdq inicial (a excepcion del medio L1) y entre 1 a 3% de
PO,* inicial (en los controles experimentales Medio L1 y FAD-2005, respectivamente).

2.2.6. Analisis estadistico

Se realizaron analisis de covarianza (ANCOVA) para determinar las diferencias en
los resultados experimentales entre tratamientos a lo largo del tiempo para cada una de
las variables medidas, tales como abundancias celulares, concentracién de Cd y PO4*
en el medio y concentracion de Cd y PO,> removido. El objetivo de los analisis de
covarianza fue identificar si las variables antes mencionadas presentaban una variacion
a lo largo del tiempo (covariante). En caso de presentarse diferencias significativas, se
realizaron pruebas Fisher para ver en donde radicaban las diferencias. También se
aplicaron analisis de varianza (ANOVA) para analizar las diferencias en las tasas de
crecimiento calculadas para los tratamientos. Estas pruebas también se realizaron con
los resultados de todas las variables medidas (e.g., abundancias celulares,
concentracién de Cd y PO,* en el medio y concentracién de Cd y PO,* removido) al
final del experimento, para ver si se presentaron diferencias entre tratamientos. En
caso de no cumplirse con los supuestos de normalidad, se realizaron analisis de
varianza por rangos (Kruskal-Wallis). Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el
programa SigmasStat 3.5, considerando un nivel de probabilidad P < 0.05.
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2.3. Resultados
2.3.1. Crecimiento de L. polyedrum

La abundancia celular con la que iniciaron los cuatro tratamientos varié entre (0.096
+ 0.016) x 10° cél L' y (0.186 + 0.068) x 10° cél L' (FAD-2011 y FAD-2005,
respectivamente; Figura 2.1); sin embargo, no se observaron diferencias significativas
entre tratamientos (ANOVA, P = 0.11, Tabla 2.2). Durante los diez dias del cultivo, se
observé un constante y significativo incremento en la abundancia celular (ANOCOVA, P
< 0.001). En las curvas de crecimiento se pudo observar que L. polyedrum alcanzé la
fase exponencial de crecimiento entre el primer y tercer dia de iniciado el cultivo (Figura
2.1). Una vez alcanzada la fase exponencial, se calcularon las tasas de crecimiento (u)
en cada tratamiento y, aunque estuvieron en el intervalo 0.520 £ 0.015 y 0.645 + 0.055
divisiones d’ (FAD-2011 y Medio L1, respectivamente), no fueron significativamente
diferentes (ANOVA, P = 0.203; Tabla 2.3).

3.0

@ FAD-2011 Zé a
25 4| O Intermedio /

@ FAD-2005 //

/A Medio L1 /

Abundancia celular
(x1086 células L)

0o 1 3 5 7 10
Tiempo (dias)

Figura 2.1. Curvas de crecimiento de L. polyedrum con diferentes concentraciones de Cd
disuelto (Medio L1: 0.357 nM, FAD-2011: 0.690 nM, Intermedio: 0.99 nM y FAD-2005: 1.62 nM)
y PO,* (FAD-2011: 0.922 uM, Intermedio: 3.746 uM, FAD-2005: 6.18 uM y Medio L1: 23.1 uM)
en funcién del tiempo. Valores promedio (x un error estandar; n = 3); FAD: florecimiento algal
de L. polyedrum. Las letras indican diferencias significativas en la abundancia celular entre
tratamientos, al final del experimento, en donde a > b > ¢ (Fisher; P < 0.05).
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Tabla 2.3. Valores promedio (x una desviacion estandar; n = 3) de los parametros de las curvas
de crecimiento de L. polyedrum, abundancia celular inicial (A;), final (As), tasas de crecimiento
(u) y dias en fase exponencial; asi como de las variables medidas: Cd disuelto (Cdq) y PO4*
total removidos, acumulados, y tasas de remocion de Cd y PO,>. Tratamientos con diferentes
concentraciones iniciales de Cdg (nM) y PO,*> (uM): 0.357 y 23.1 (Medio L1), 0.690 y 0.922
(FAD-2011), 0.99 y 3.746 (Intermedio), y 1.62 y 6.18 (FAD-2005). FAD: florecimiento algal de
L. polyedrum. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos al final del

experimento, en donde a > b > ¢ (Fisher; P < 0.05).

Parametros Tratamientos

y variables Medio L1 FAD-2011 Intermedio FAD-2005
A (x10° cél L) 0.106 + 0.036®  0.096 + 0.016®  0.182 +0.049®  0.186 + 0.068?
A (x10% cél L) 2.70 £ 0.24® 1432 +0.038° 1.82 +0.29®% 1.85 + 0.24®

W (division d™) 0.645 +0.055®  0.520 + 0.015®  0.603 +0.082®@  0.579 + 0.085®
Dias en fase 3a10 3a7 5a 10 3a10
exponencial

Cd (nmol L™

removido 0.24 +0.10 0.459 + 0.082 0.63+0.43 0.93+0.18
acumulado 0.29 +0.12®  0.541 +0.077® 0.68 + 0.36® 1.32 + 0.40@
Cd removido

total (%) 66 67 64 58

El dia 1 65 62 32 53
PO,* (umol L™

removido 73+23 0.44 +0.12 3.071 £ 0.028 571+0.17
acumulado 14.7 £ 1.4@ 0.82+0.319 3.64 +0.50 579 +0.31®
PO,* removido

total (%) 31 48 82 92
Tasa remocion 0.025+0.007  0.051 +0.011 0.135 + 0.025 0.176 + 0.045
Cd (nmol L™ d")

Tasa remocion 1.36 + 0.34 0.093+0.025  0.356 +0.035 0.556 + 0.041

PO,% (umol L™ d™)

2.3.2. Remocioén de Cd

Los cultivos iniciaron con concentraciones promedio de Cdy de 0.357 + 0.097 nM
(Medio L1), 0.690 + 0.084 nM (FAD-2011), 0.99 + 0.59 nM (Intermedio) y 1.62 £ 0.18
nM (FAD-2005), las cuales disminuyeron posteriormente, pero sin llegar a agotarse
(Figura 2.2a). Al final del experimento, se habian removido con relaciéon al Cdy inicial
0.24 £ 0.10, 0.44 £ 0.12, 3.071 £ 0.028 y 5.71 + 0.17 nM, respectivamente (Tabla 2.3).
Estos valores indican que L. polyedrum no consumio6 todo el Cd del medio, quedando
disponible entre el 34 y el 36% del Cd inicial. El quinto dia se observd un aumento en la
concentracion de Cdg en todos los tratamientos (entre 5 — 44%), este incremento en
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concentracion fue significativamente (Fisher, P < 0.05) mayor en el tratamiento en
donde L. polyedrum fue expuesto a la mayor concentracion de Cdq (FAD-2005).
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Figura 2.2. Concentraciones promedio (x un error estandar; n = 3) de (a) Cd disuelto (Cdy), y
(b) Cd removido acumulado en funcién del tiempo, en cultivos de L. polyedrum expuestos a
diferentes concentraciones de Cd: 0.357 nM (Medio L1), 0.690 nM (FAD-2011), 0.99 nM
(Intermedio) y 1.62 nM (FAD-2005). Las letras indican diferencias significativas entre
tratamientos al final del experimento, en donde a > b > ¢ (Fisher; P < 0.05).

La concentracion promedio de Cd removido acumulado (0.29 £ 0.12, 0.541 £ 0.077,
0.68 + 0.36 y 1.32 + 0.40 nmol L") en los tratamientos Medio L1, 2011, Intermedio y
2005, respectivamente, fue mayor que la concentracion total removida (Tabla 2.3). En
el tratamiento FAD-2005 la remocion fue 1.6 a 4.3 veces mayor y significativamente
diferente (Fisher, P < 0.01) de los demas tratamientos (Tabla 2.3). El Cd se removi6
preferentemente durante las primeras 24 horas de exposicion (92 — 99% del Cd total
removido: Medio L1, FAD-2011 y FAD-2005). No se encontré evidencia estadistica de
que el tiempo tuviera un efecto significativo en el Cd removido (ANCOVA, P > 0.05;
Figura 2.2b). En la Figura 2.3 se puede observar que la remocion de Cd por célula
([0.0090 + 0.0042] x 10 a [0.046 + 0.028] x 10™* nmol cél™") fue mayor el primer dia de
exposicién, cuando la abundancia celular era baja ([0.096 + 0.016] x 10° a [0.186 +
0.068] x 10° cél L', Figura 2.1) y por lo general las células removieron mas Cd en el
tratamiento FAD-2005 (Figura 2.3b). Las tasas de remocion de Cd se calcularon
mediante un modelo logaritmico, el cual coincidio con la tendencia de remocion de Cd a
lo largo del tiempo en todos los tratamientos (Figura 2.2b). Los modelos logaritmicos se
caracterizan por un periodo de rapido incremento, seguido de una fase lenta de
incremento. Las tasas de remocion de Cd estuvieron en el intervalo de 0.025 + 0.007 a
0.176 + 0.045 nmol L d”', siendo mayores en los tratamientos expuestos a mayores
concentraciones iniciales de Cdyq. En el tratamiento en donde L. polyedrum fue
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expuesto a la mayor concentracion de Cdg (FAD-2005), la tasa de remocion fue
aproximadamente 1.3 a 7.0 veces mayor y significativamente diferente (Fisher, P =
0.04) de los demas tratamientos (Tabla 2.3). Pasado el tercer dia se tuvieron
problemas con la manipulacion de los controles, por lo que sb6lo se pueden comparar
los datos hasta el tercer dia; sin embargo, no representa ningun problema en la
interpretacion de los resultados de Cd removido, puesto que casi toda la remocion en
los cultivos se dio al inicio del experimento y esto no sucedio en los controles.
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Figura 2.3. Cantidad de Cd removida promedio (£ un error estandar; n = 3) por célula en
funcion del tiempo, en cultivos de L. polyedrum expuestos a diferentes concentraciones
iniciales de Cd: 0.357 nM (Medio L1), 0.690 nM (FAD-2011), 0.99 nM (Intermedio) y 1.62 nM
(FAD-2005). Representado en (a) escala lineal y en (b) escala logaritmica.

2.3.3. pH

El pH mostré una tendencia a incrementarse con el tiempo de cultivo en todos los
tratamientos, con valores entre 7.9 y 8.1 al inicio y entre 8.7 a 8.8 al final de los cultivos.
Estas diferencias en pH representaron, en algunos casos, un incremento de pH de
hasta 0.9 unidades de pH para el tratamiento Medio L1. El incremento en el pH, como
era de esperarse, esta relacionado con el crecimiento celular asociado a la actividad
fotosintética.

2.3.4. Remocion de PO,>

Los cultivos de L. poyedrum iniciaron con concentraciones promedio de PO,> de
231 £ 25 yM (Medio L1), 0.922 + 0.023 pM (FAD-2011), 3.746 = 0.028 pM
(Intermedio) y 6.18 + 0.16 uyM (FAD-2005), las cuales disminuyeron hasta alcanzar
valores de 15.8 + 1.8 uM (Medio L1), 0.48 + 0.14 uM (FAD-2011), 0.67 pM (Intermedio;
promedio de dos valores) y 0.47 + 0.08 uM (FAD-2005), al final del experimento (Figura
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2.4a). De manera similar al Cdq, el PO4* en ningtn caso se agotd y al final del
experimento quedaron disponibles 8, 18, 52 y 69% de la concentracion inicial de este
nutriente (FAD-2005, Intermedio, FAD-2011 y Medio L1; respectivamente). Si se
comparan los tratamientos en donde las concentraciones iniciales de PO4* se
consideran representativas del medio natural (e.g., FAD-2011, Intermedio, FAD-2005),
entonces no se encontraron diferencias significativas en las concentraciones residuales
al final de los cultivos (ANOVA, P > 0.05). Sin embargo, el Medio L1, expuesto a la mas
alta concentracién de PO,%, si fue significativamente diferente (Fisher, P < 0.01) de los
demas tratamientos, aunque hay que hacer notar que estos valores no se observan
comunmente en el océano.

FAD-2011 (b)/z}

Intermedio

FAD-2005 /
Medio-L1 /

N NON ]

N

6]
i
\Y

PO,” (M)
PO43' removido acumulado

T T T T T

0 1 3 5 7 10 0 1 3 5 7 10
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 2.4. Concentracion promedio (+ un error estandar; n = 3) de (a) PO4> en el medio y (b)
PO,> removido acumulado en cultivos de L. polyedrum expuestos a diferentes concentraciones
de PO,*: 0.922 uM (FAD-2011), 3.746 uM (Intermedio), 6.18 uM (FAD-2005) y 23.1 uM (Medio
L1) en funcion del tiempo. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos al final
del experimento, en donde a > b > ¢ (Fisher; P < 0.05).

La remocion de PO, fue gradual y significativa con el tiempo (ANCOVA, P < 0.01;
Figura 2.4b). En los tratamientos FAD-2005 (5.79 + 0.10 ymol L") e Intermedio (3.64 +
0.25 pmol L") la remocién acumulada de PO,> fue 7.0 y 4.4 veces mayor y
significativamente diferente (Fisher, P < 0.01) a la del tratamiento FAD-2011 (0.82 +
0.10 pmol L") que incluyé una menor concentracién de PO4* (Figura 2.4b). La
concentracién de PO,* removida con relacion a la concentracién inicial (0.73 + 0.23,
0.44 £+ 012, 3.071 £ 0.028 y 5.71 £ 0.17 nmol L'1), al igual que para el Cd, fue menor
que la concentracion removida acumulada (Medio L1, 2011, Intermedio y 2005,
respectivamente Tabla 2.3). Las tasas de remocion, calculadas en los tratamientos
FAD-2005 e Intermedio (0.556 + 0.041 y 0.356 + 0.035 umol L™ d!, respectivamente),
fueron 6.0 y 1.6 veces mayores vy significativamente diferentes de la calculada para el
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tratamiento FAD-2011 (0.093 + 0.025 pymol L d™', Tabla 2.3). En la Figura 2.5 se puede
observar que en los tratamientos FAD-2011, Intermedio y FAD-2005, la remocién de
PO4* por célula (rango de 0.006 x 10 - 0.032 x 10™* umol cél™") a diferencia del Cd, no
se puede explicar por la presencia de altas o bajas abundancias celulares. A diferencia
de los demas tratamientos en el Medio-L1 las células consumieron mas PO4> a medida
que aumentaba la abundancia de células en el medio (Figura 2.5). No se observo
ningin cambio en la concentracién de PO,* en los controles hasta el tercer dia,
después de este dia no podemos comparar con los controles, ya que a diferencia del
Cd, el PO4* se removi6 de forma gradual.
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Figura 2.5. Cantidad de PO,> removida promedio (+ un error estandar; n = 3) por célula en
funcion del tiempo, en cultivos de L. polyedrum expuestos a diferentes concentraciones
iniciales de PO,>: 0.922 uM (FAD-2011), 3.746 uM (Intermedio), 6.18 pM (FAD-2005) y 23.1
MM (Medio L1).

2.3.5. Relacion Cdy¢/PO4> en los cultivos de L. polyedrum

La relacién Cdg/PO,> en los tratamientos expuestos a concentraciones
representativas del medio natural fue altamente variable en el tiempo (de 0.199 + 0.033
a 1.49 = 0.25 nM/uM), con una tendencia a incrementarse con el paso del tiempo
(Figura 2.6). Durante los primeros siete dias, la relacion Cdy/PO4> en el tratamiento
Intermedio presentd la misma tendencia que en el FAD-2005, a pesar de la variabilidad
observada con el tiempo (de 0.199 + 0.033 a 0.324 + 0.051 nM/uM, Figura 2.6). En el
tratamiento FAD-2011, a diferencia de los otros tratamientos, se registraron valores
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elevados el primer dia (0.75 £ 0.11 nM/uM), los cuales disminuyeron a valores menores
a la razon calculada los dias 1 a 5. Sin embargo, cuando la abundancia de células llegd
a valores > 1.4 x 10° cél L (dia 7), la relacién Cdy/PO.,> se incrementé en todos los
tratamientos. Al final del experimento, el tratamiento expuesto a las mas altas
concentraciones de Cdq y PO4> (FAD-2005) presentd una relacion Cdg/PO,> de 1.49 +
0.25 nM/uM, valor aproximadamente tres veces mayor y significativamente diferente
(Fisher, P < 0.001) de los tratamientos FAD-2011 e Intermedio (0.51 + 0.14 y 0.53 *
0.23 nM/uM, respectivamente). La razén Cdy¢/PO,™> en el tratamiento Medio-L1 fue muy
baja (< 0.016 + 0.004 nM/uM) debido a las altas concentraciones de PO, utilizadas
(23.1 £ 2.5 nM/uM, Figura 2.6). En los tratamientos expuestos a concentraciones de Cd
y PO,* representativas de las condiciones reportadas (Lares et al., 2008; Gutierrez-
Mejia et al., 2016) en el medio natural (FAD-2011, Intermedio y FAD-2005;), las
relaciones Cdyq/PO,> promedio por dia tendieron a incrementarse con el incremento en
la abundancia de células de L. polyedrum (Figura 2.7), aunque no se encontraron
correlaciones significativas (P > 0.05) entre estos dos parametros.
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Figura 2.6. Valores promedio (+ un error estandar; n = 3) diario de la razén Cd4/PO,* en
funcion del tiempo calculada en cultivos de L. polyedrum expuestos a diferentes
concentraciones de Cd y PO,%, representativas de condiciones reportadas en el medio natural
(FAD-2011, Intermedio y FAD-2005) y utilizadas en el cultivo de microalgas (Medio-L1). La
linea punteada horizontal discontinua indica la razén Cd¢/PO,> calculada a partir de las
concentraciones superficiales de Cdq y PO,* reportadas para las costas de California y del
Pacifico de Baja California (0.336 + 0.026 nM/uM; Bruland, 1980; Sanudo-Wilhelmy y Flegal,
1991, 1996; van Geen y Luoma, 1993; van Geen y Husby, 1996).
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Figura 2.7. Relacion entre el promedio diario (+ un error estandar; n = 3) de la razén Cdy/PO4*
y la abundancia de células de L. polyedrum en tres tratamientos (FAD-2011, Intermedio y FAD-
2005) expuestos a diferentes concentraciones de Cd y PO4> representativas de condiciones
reportadas en el medio natural.

2.4. Discusion

Los cultivos de L. polyedrum tendieron a incrementar su abundancia con el tiempo
(Figura 2.1), a pesar de que se manejaron diferentes concentraciones de Cd y PO,
La tendencia observada corresponde a las etapas de crecimiento que presentan las
microalgas en condiciones de cultivo: la fase de acondicionamiento (uno a tres dias),
seguida de la exponencial (variable entre tratamientos). Aunque en los cultivos
experimentales no se observé la fase estacionaria, debido al tiempo de duracién de los
ensayos experimentales, la curva de crecimiento del tratamiento FAD-2011 sugiere que
las células posiblemente estaban iniciando la fase estacionaria de crecimiento al
décimo dia, cuando se interrumpieron los cultivos. En cultivos de L. polyedrum
expuestos a las mismas condiciones del Medio L1 y evaluados antes de iniciar este
estudio, se observd que las células iniciaban la fase estacionaria a partir del doceavo
dia (datos no mostrados). La menor (0.520 + 0.015 d™') y mayor (0.645 + 0.055 d™') tasa
de crecimiento calculada para L. polyedrum coincidié con la exposicién a la menor y
mayor concentracion de PO,%, independientemente de la concentracion de Cdq. Tasas
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de crecimiento similares han sido reportadas para esta especie (0.19 — 0.74 d™') bajo
las mismas condiciones experimentales manejadas en este estudio y sin limitacion de
nutrientes (4 > 0.5 d'; Pefia-Manjarrez, 2008), pero sin adicionar Cd. Los resultados del
presente estudio sugieren que la actividad de las células no se vio afectada por su
exposicion a diferentes concentraciones de Cdq y PO4>, como se reporté en cultivos del
dinoflagelado Prorocentrum micans (Kayser y Sperling, 1980). Estos autores
observaron que cuando las células fueron expuestas a bajas concentraciones de Cdq4
(0.13y 0.4 ug L' =1.2 y 4 nmol L™), no se observaron efectos negativos en las tasas
de crecimiento; sin embargo, a partir de concentraciones = 1.2 uyg L™ (= 11 nmol L") y
hasta 33.3 pg L™ (296 nmol L™) si se observaron efectos negativos.

El tratamiento con el Medio L1 fue el que presentd la mayor tasa de crecimiento
alcanzando la mayor abundancia celular al final del experimento ([2.70 + 0.24] x 10° cél
L, Tabla 2.3, Figura 2.1). Sin embargo, aunque la concentracién de PO,> en el Medio
L1 (23.1 £ 2.5 pymol L™) es la comunmente utilizada en cultivos de fitoplancton, esta
concentracion es mas de 20 veces mayor que la reportada para aguas costeras de
California y el Pacifico de Baja California (Tabla 1.1, Capitulo 1). En estas costas, y en
particular durante florecimientos de L. polyedrum en la BTS, se han reportado
abundancias celulares (Pefia-Manjarrez et al., 2001; 2005; Ruiz-de la Torre et al., 2013;
Gutierrez-Mejia et al., 2016) similares a las alcanzadas al final de este estudio en los
diferentes tratamientos ([1.432 + 0.038] x 10° a [2.70 + 0.24] x 10° células L™). Los
resultados de este estudio indican que las concentraciones de Cdy y PO,> a las que
fueron expuestas las células de L. polyedrum en todos los tratamientos, son aptas para
el desarrollo y mantenimiento de florecimientos algales. Sin embargo, en el tratamiento
FAD-2011 las abundancias celulares a lo largo del tiempo parecen indicar que
posiblemente bajo estas condiciones, los FAD pueden mantenerse por un menor
periodo de tiempo. El tratamiento FAD-2011, ademas de que presento la menor tasa de
crecimiento y la menor abundancia celular ([1.432 + 0.038] x 10° cél L™"), fue el tnico
que registroé una disminucion en el crecimiento de L. polyedrum posterior al séptimo dia
(Figura 2.1).

En este estudio se observd que L. polyedrum removidé Cd preferentemente durante
las primeras 24 horas de exposicion, sin importar la concentracion inicial a la que
fueron expuestas las células. A las 24 h de iniciado el experimento, se habia removido
99, 93, 50 y 92% (Medio L1, FAD-2011, Intermedio y FAD-2005, respectivamente) del
Cd removido durante todo el experimento (66, 67, 64 y 58% del total, respectivamente).
Estos resultados apoyan la idea de que L. polyedrum tiene la capacidad de incorporar y
concentrar Cd sin agotarlo del medio, a pesar de las altas abundancias celulares
alcanzadas ([1.432 + 0.038] x 10° a [2.70 + 0.24] x 10° cél L™). Trabajos realizados con
diferentes especies de microalgas (Scenedesmus obliquus, Tetraselmis suecica, P.
micans) han reportado, al igual que el presente estudio, una rapida remocion de Cd
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entre el primer y tercer dia de exposicion, tanto en cultivos de laboratorio (Kayser y
Sperling, 1980; Monteiro et al., 2009) como en el medio natural, particularmente cuando
habia florecimientos algales de diatomeas (e.i. Rhizosolenia setigera; Cassis et al.,
2011). Es importante mencionar que en la mayoria de los trabajos de remocién de Cd
por microalgas se han utilizado concentraciones significativamente mas elevadas de
este elemento (1.2 — 296 nmol L', Kayser y Sperling, 1980; 445 — 8897 nmol L™,
Monteiro et al., 2009) que las medidas en el medio natural (< 1.5 nmol L™", Tabla 1.1,
Capitulo 1) o que las utilizadas en este estudio (0.357 + 0.097 — 1.62 + 0.18 nmol L™).

Los resultados del presente estudio reflejaron cambios en la remocion de Cd por L.
polyedrum al incrementarse la concentracion inicial de Cdy. Por ejemplo, el Cd total
removido en el tratamiento FAD-2005 (1.32 + 0.40 nmol L"), asi como la tasa de
remocioén calculada de Cdq calculada (0.176 + 0.045 nmol L™ d), indican que hubo una
mayor y mas rapida remocion de Cd en el tratamiento expuesto a la mayor
concentracion de este elemento (Figuras 2.2b; Tabla 2.3). Este resultado sugiere que la
concentracion inicial de Cd influye directamente en la tasa de remocion de Cd por L.
polyedrum. En otras especies de microalgas (S. obliquus, T. suecica, P. micans, S.
dimorphus), también se ha reportado una mayor remociéon de Cd con el incremento en
la concentracion de este elemento en el medio (Kayser y Sperling, 1980; Monteiro et
al., 2009, 2010; Chaidir et al., 2015). El estudio de Cox et al. (2014), realizado en una
zona de afloramiento en Costa Rica (Cdy = 0.5 — 5.0 nmol L"), reportaron un mayor
consumo de Cd asociado a incrementos en la productividad (Synechococcus sp. y/o
Prochlorococus sp.) dentro de la zona de afloramiento y una disminucién afuera de esta
zona.

La cantidad de Cd removido, por lo general se reporta en términos de cantidad
removida por biomasa algal (en mg g'), por lo que se calcula con fines de
bioremediacion, objetivo que no forma parte del presente trabajo. En este estudio, el
interés radico en conocer la capacidad que tienen las células de L. polyedrum para
remover Cd del medio experimentando con concentraciones de Cd y abundancias
celulares similares a las reportadas durante florecimientos algales de esta especie. Por
lo anterior, el Cd (y PO4>) removido se calculé en términos de nmol de Cd (umol)
removido por litro de solucidon (para poder comparar estos resultados con las
concentraciones en el medio natural), pero ademas se calcul6 en términos de nmol de
Cd removido por célula de L. polyedrum. La maxima remocion de Cd por célula, en
todos los tratamientos, se registré al inicio de cada uno de los cultivos (dia 1) y fue 3 a
5 veces mayor ([0.046 + 0.028] x 10 nmol cel) en el tratamiento expuesto a la mayor
concentracion de Cd (FAD-2005, Figuras 2.3). Estos resultados indican que una célula
de L. polyedrum es capaz de remover mayores cantidades de Cd del medio cuando
hay mas Cd disponible y cuando hay bajas abundancias celulares. Si la abundancia
celular se incrementa, la cantidad de Cd removido por célula se reduce drasticamente a
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pesar de que aun quede Cd disponible en el medio y que la abundancia celular
continue incrementandose. Este comportamiento es dificil de explicar, aunque es
posible que durante el proceso de replicacion (division celular) las células compartan su
contenido celular y, consecuentemente, el Cd previamente absorbido. Una segunda
explicacion a la alta remocion de Cd al inicio de los cultivos podria ser que, ademas del
Cd asimilado por las células, las células proporcionen una mayor area disponible para
sitios de coordinacion con iones metalicos a bajas abundancias celulares (dia 1), como
se ha reportado para bajas biomasas de Ulva lactuca (0.1 g, Ghoneim et al., 2014).
Pons y Fuste (1993) reportaron que cantidades elevadas de biosorbentes pueden
causar una aglomeracion que reduce las distancias intracelulares y, por lo tanto,
producen un efecto sombra entre las células, protegiendo y reduciendo los sitios de
unidn de los iones metalicos. El proceso anterior podria suceder, por ejemplo, cuando
se incrementan las abundancias celulares en los medios de cultivo. Torres et al.
(1998), en un estudio con la diatomea Phaeodactylum tricornutum reportaron una
remocion de 1.4 pg Cd x 10° cél (~ 12.5 nmol x 10° cél), la cual es 2.7 veces mayor que
la del presente estudio (4.6 nmol x 10° cél); sin embargo, la concentracién de
exposicion utilizada por Torres et al. (1998) fue mas de un orden de magnitud mayor
(1.0 mg L™ ~ 8.9 nM) que la utilizada en el presente estudio (1.62 + 0.18 nM).

Las microalgas tienen la capacidad de remover metales del medio mediante dos
procesos (Bruland et al., 1991), el primero es rapido e involucra adsorcion de los
metales a la superficie o pared celular y no requiere de gasto metabdlico y puede ser
por atracciones electrostaticas y por complejacion (Mehta y Gaur, 2005). EI segundo
proceso, la absorcion, por el contrario es mas lento y requiere de gasto metabdlico
importante ya que involucra el transporte hasta el interior de la célula. Sin embargo,
para los propdsitos de este estudio se considerara que la remocion de Cdg involucroé la
suma de los dos procesos antes mencionados. Experimentos de laboratorio (Torres et
al., 1998; Monteiro et al., 2010) reportan que la remocion de Cd, por procesos de
adsorcion o absorcion, puede variar entre especies y depende de la concentracion en
el medio. Por ejemplo, Torres et al. (1998) reportaron que el Cd acumulado por P.
tricornutum, después de un dia de exposicidon, fue mayor que el Cd adsorbido para
todas las concentraciones manejadas de 1 — 100 mg L™ (8.9 — 890 nmol L™'). Monteiro
et al. (2010) reportaron una mayor remocién de Cd por adsorcién a la pared celular
para S. obliquus y Desmodesmus pleiomorphus.

El incremento observado en la concentracion de Cd disuelto en todos los
tratamientos (entre 5 — 44%) al quinto dia del cultivo puede deberse a un proceso de
desadsorcion de Cd. Este proceso puede darse cuando la razén de adsorcion y
desadsorcion alcanza el equilibrio, llegando a un periodo de saturacion, por lo que el
proceso de absorcion no procede (Chaidir et al., 2015; Montazer-Rahmati, et al., 2011).
Se ha sugerido que la temperatura del medio es una variable crucial en el proceso de
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adsorcion y cuando se eleva la temperatura posiblemente se debilitan las fuerza de
union entre los iones de Cd y los sitios de union activos (Al-Homaidan et al., 2015). Sin
embargo, en este estudio se manejaron condiciones controladas de temperatura por lo
que puede eliminar la influencia de este factor. El incremento en la concentracion de Cd
en el medio, cuando la abundancia celular fue > 5.0 x 10° cél L™ (considerado un FAD),
coincidié con las altas concentraciones registradas durante los FAD de esta especie en
la BTS, aunque a mayores abundancias celulares (Gutierrez-Mejia et al., 2016). Los
incrementos en las concentraciones de Cd en los cultivos experimentales y en el medio
natural durante el FAD-2011 pudieran ser ocasionados por procesos de desadsorcion,
asi como por la liberacion de Cd generado por la remineralizacién del material organico
producido durante los FAD, como se sugirio en el Capitulo 1 de este trabajo.

El Cdq presenta una distribucion en el océano que esta fuertemente correlacionada
con el PO,* (Bruland, 1980), lo cual ha permitido que el Cd sea considerado como un
micronutriente en el mar independiente de su toxicidad (Horner et al., 2013). La unica
funcion fisiologica conocida del Cd en el fitoplancton es su utilizacion como cofactor
enzimatico en la enzima anhidrasa carbénica (AC). Sin embargo, como en el presente
estudio no hubo limitaciéon por Zn (80 nM reportados en el Medio L1), este proceso no
deberia tener un efecto relevante, aunque no se descarta la posibilidad de que L.
polyedrum este utilizando la AC como una enzima especifica, como se ha reportado en
aguas costeras altamente productivas del centro de California, asociado a incrementos
de Cd en el fitoplancton (Cullen et al., 1999).

El incremento en el pH del medio, durante el transcurso del experimento, era de
esperarse ya que durante el proceso de fotosintesis el carbono inorganico acepta
protones del ion HCO* y, al mismo tiempo, el COs* acepta protones del medio para
volver a formar HCO*. De esta manera se alcanza un nuevo equilibrio quimico en
donde la liberacion de OH™ incrementa el pH acompafiado de una disminucion del
carbono inorganico (Uusitalo, 1996). El pH puede afectar la captacion y remocién de Cd
y de otros metales, ya que los iones H* juegan un papel importante en los procesos de
adsorcion. Cuando se incrementa el pH en el medio, disminuyen los protones y por lo
tanto hay menos competencia con los iones metalicos y, al quedar expuestos mas
ligandos con cargas negativas en las superficies de las células, se da una mayor
atraccion de cationes metalicos (Tuzin et al. 2005; Gupta y Rastogi 2008). Se ha
reportado que S. obliquus, Chlorella vulgaris y Spirulina sp., entre otras especies de
microalgas, tienen una mayor capacidad de remover Cd del medio cuando el pH se
incrementa a 7 — 8 (Rangsayatorn et al., 2002; Fraile et al., 2005; Monteiro et al., 2009).
Estos valores de pH (7 — 8) coincide con los valores de pH manejados en el presente
estudio (7.9 — 8.8) y es lo que sucede durante la presencia de altas abundancias
fitoplanctonicas como seria el caso de los florecimientos algales.
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A diferencia del Cd, la remocién de PO,* se dio de manera gradual hasta el final del
experimento. Unicamente en el tratamiento con la mas baja concentracion de PO,>
(FAD-2011) la remocion comenzé a partir del quinto dia (Figura 2.4b). Fierro et al.
(2008) y Gonzalez-Mufioz (2006) reportaron para otras especies de microalgas como
Scenedesmus sp. y Porphyridium cruentum que el consumo acumulado de PO,* tiende
a incrementarse conforme transcurre el tiempo del cultivo, lo cual coincide con lo
obtenido en el presente trabajo. La concentracion de los nutrientes en los medios de
cultivo influyen en el crecimiento de las microalgas (Valenzuela-Espinoza, 1997), por lo
que la remocion de nutrientes puede explicar la respuesta fisiologica de las células, tal
y como se observo en este estudio. Por ejemplo, el tratamiento FAD-2011, con la
menor concentracion de PO,%, fue en donde se removié menor concentracion de este
nutriente (0.82 + 0.31 pmol L™") y en donde se observé la menor abundancia de células
([1.432 + 0.038] x 10* cél L™"). Se removié mas PO4> (3.64 + 0.25,5.79 +0.10 y 14.74 +
0.47 pmol L) en los tratamientos en donde la concentracién inicial fue mayor
(Intermedio, FAD-2005 y Medio-L1; respectivamente) coincidiendo con el incremento
en el numero de células (Tabla 2.2). En el tratamiento Medio-L1, a pesar de que
presentd la mayor abundancia celular y la mayor remocion de PO,*, las altas
concentraciones de este nutriente al final del experimento (15.8 + 1.8 ymol L' = 69%
del total), sugieren que el PO,* estaba en exceso y que posiblemente supera el
requerimiento de las células. Gonzalez-Mufioz (2006) reportd que, a concentraciones
de PO,* similares a las del Medio-L1, P. cruentum removié el 64% del PO4* disponible,
resultados similares a los del presente estudio, aunque la abundancia celular en este
caso fue mucho menor.

Las tasas de remocién de PO, (de 0.093 + 0.025 a 1.36 + 0.34 pmol L™ d”', FAD-
2011 y Medio-L1) asi como la concentracion removida, sugieren que hubo una mayor y
mas rapida remocién de PO,> en los tratamientos expuestos a las mayores
concentraciones de este elemento (Figuras 2.4b; Tabla 2.3). Los resultados anteriores
sugieren que la concentracién inicial de PO,%, asi como la concentracion inicial de Cd,
influyen directamente en las tasa de remocion de PO,>, como se ha sugerido
anteriormente (Al-Homaidan et al., 2015), independientemente del numero de células
presentes en el medio (Figura 2.5). Al comparar los tratamientos en donde las
concentraciones fueron representativas del medio natural, se observd que las mayores
tasas de remocién de Cd (0.176 + 0.045 nmol L™ d™") y PO,* (0.556 + 0.041 umol L™ d"
'), se obtuvieron en el tratamiento con mayores concentraciones iniciales de estas dos
especie disueltas (FAD-2005) y, por el contrario, las menores tasas de remocion de Cd
y PO,> (0.025 nmol L™ d™" y 0.093 umol L™ d”', respectivamente) se obtuvieron en el
tratamiento con las menores concentraciones iniciales de estas dos especies disueltas
(FAD-2011). Las tasas de remocion de PO4> calculadas en este estudio fueron
similares a las reportadas por Delgadillo-Hinojosa et al. (2015) en la BTS. Estos autores
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reportaron, menores tasas de remocién de PO,> en otofio y mayores en primavera
(0.010 + 0.003 y 0.081 + 0.020 umol de PO,> L™ d™, respectivamente).

Las tasas de remocién de Cd calculadas en el presente estudio fueron mayores que
las reportadas en otros estudios. Por ejemplo, Delgadillo-Hinojosa et al. (2015)
calcularon tasas de remocién de Cd en la BTS para las diferentes estaciones del aio,
con valores altos en primavera (0.020 + 0.005 nmol de Cd L™ d™"), asociados a una alta
abundancia fitoplanctonica, aunque en ausencia de florecimientos algales. Dixon et al.
(2006), observaron tasas de remocién de Cd (0.0103 — 0.0295 nmol L™ d') mas altas
durante florecimientos algales de diatomeas en el Canal de la Mancha (oeste de
Europa) que en su ausencia (Tabla 2.4), sugiriendo que esta altamente relacionado a
las tasas de productividad primaria (particularmente cuando hay dominancia de
diatomeas). Cox et al. (2014) en una zona de surgencias en el Costa Rica reportaron
tasas de asimilacion de Cd mucho menores que las calculadas en el presente estudio
(0.00280 — 0.00614 nmol L™ d™"), pero mayores que las calculadas afuera de la zona de
surgencia. Estas diferencias pueden ser debidas a las diferencias en la capacidad de
acumulacion de Cd entre especies y a la sensibilidad de las células (Wang y Wang,
2009). Se ha demostrado que los flagelados y dinoflagelados pueden acumular
mayores cantidades de Cd en comparacion con otras especies, lo cual podria estar
sucediendo con L. polyedrum. Este proceso se atribuye a las diferentes respuestas de
las células, posiblemente relacionadas con su metabolismo (Wolter et al., 1984). Estos
resultados podrian explicar también los incrementos de Cd en el fitoplancton durante
los florecimientos algales de L. polyedrum en el 2011 y 2012.

Tabla 2.4. Valores promedio (x una desviacion estandar) de las tasas de remocién de Cd y
PO, calculadas en cultivos de Lingulodinium polyedrum, comparadas con las reportadas para
la Bahia de Todos Santos (BTS), asi como en ausencia y presencia de florecimientos algales
(FA) de diatomeas en el Canal de la Mancha y en una zona de surgencias en Costa Rica.

Tasas de remocion de Tasas de remocion de .
Referencias

Cd PO43' Descripcién
(nmol L™ d™) (umol L d™)
0.051£0.011 a 0.093 £0.025 a Lingulodinium Este estudio
0.176 £ 0.045 0.556 £ 0.041 polyedrum
0.020 £ 0.005 0.081 £ 0.020 BTS primavera Delgadillo-Hinojosa
0.009 + 0.003 0.010 £ 0.003 BTS otofio et al. (2015)
0.00280 - 0.00614 Zona de surgencia zona
0.00096 — 0.00190 de no surgencia Coxetal., 2014
0.00096 — 0.0070 Invierno, no FA :
0.0103 — 0.0295 FA de diatomeas Dixon et al., 2006
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De forma general, la relacion Cdyg/PO,> presentd una gran variabilidad temporal
durante el transcurso del experimento, tal y como se observé en el FAD que se
presenté en la BTS en el 2011 (0.240, n=1a 2.1 £ 1.1 nM/uM; Capitulo 1), aunque no
se observaron valores mayores a 1.5 nM/uM como en el FAD-2011 en la BTS. Antes
del séptimo dia la relacién Cdq/PO4> fue menor o igual (a excepcién de un valor de
0.40 nM/pM el dia 5, tratamiento Intermedio) a la calculada con datos superficiales
reportados frente a las costas del Pacifico de Baja California y California (0.336 + 0.026
nM/uM; Bruland, 1980; Safudo-Wilhelmy y Flegal, 1991, 1996; van Geen y Luoma,
1993; van Geen y Husby, 1996; Figura 2.6). Las altas razones Cdy/PO,*> obtenidas al
final del experimento en los tratamientos FAD-2011 (0.51 + 0.14 nM/uM), Intermedio
(0.53 £ 0.23 nM/uM) y, en especial, en el FAD-2005 (1.49 + 0.26 nM/uM) sugieren que
las altas abundancias de L. polyedrum afectan esta razon, asi como sucedié durante
los FAD de L. polyedrum en la BTS (Gutierrez-Mejia et al., 2016). Delgadillo-Hinojosa et
al., (2015) reportaron también para la BTS variaciones en la razén Cdy/PO4> asociadas
con la presencia de altas abundancias fitoplancténicas, pero en ausencia de FAD.

En este estudio, similar a lo observado durante florecimientos de L. polyedrum
(Gutierrez-Mejia et al., 2016) y a diferencia de lo reportado en la literatura, unicamente
se observd una correlacion significativa entre el Cdg y el PO4* en el tratamiento
Intermedio (r = 0.86, P = 0.03, n = 6, Figura 2.8), indicando que por lo general la
relacion Cdy/PO,* fue altamente variable en el tiempo, asi como entre los tratamientos.
La gran variabilidad en la relacion Cdys/PO,> sugiere la existencia de un
comportamiento diferencial entre estos dos componentes disueltos durante el tiempo
de desarrollo de los cultivos, tal y como se observé en la superficie del mar, durante la
presencia de los FAD de la BTS (Capitulo 1). Este comportamiento diferencial puede
ser explicado en funcion de las diferentes cinéticas de remocidén que siguieron estos
dos componentes disueltos; mientras la captacion de Cd por L. polyedrum fue rapida al
inicio del cultivo y posteriormente lenta (modelo logaritmico), la captacion de PO4> se
dio de forma gradual durante todo el tiempo del cultivo (modelo lineal). Como resultado
de este comportamiento diferencial las pendientes de las lineas de regresion, a pesar
de no ser significativas para todos los tratamientos, variaron entre 0.008 y 0.161
nM/uM. Por lo tanto, la variabilidad en las concentraciones de Cd y PO,* durante el
desarrollo de los cultivos pueden ser explicadas como una consecuencia de la
productividad bioldgica (Figura 2.7), asi como se explicd en el medio natural durante los
FAD de L. polyedrum en la BTS.

Durante el FAD-2011 en la BTS se infirid una remocién preferencial de PO4* o una
menor remocion de Cd (Figura 2.8b), pero en el estudio de laboratorio los datos de la
relacién Cdg/PO.,> estan dispersos a ambos lados de la curva obtenida con datos
superficiales reportados frente a las costas del Pacifico de Baja California y California
(Figura 2.8b). Para poder inferir si al final del experimento hubo remocion preferencial
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de Cdq 0 PO4¥, para cada tratamiento se calculé un factor aparente de fraccionamiento,
utilizando el modelo propuesto por Elderfield y Rickaby (2000):

(Cd/ Po?;‘)

o — MOP
PO}~

En donde acgp es el factor de fraccionamiento de Cdy/POs>, (Cd/POs*)wor es la
relacion de estos dos componentes en el material particulado (MOP), calculando las
concentraciones de Cd y PO4> en el MOP como la diferencia entre las concentraciones
iniciales y finales en los cultivos. Finalmente, (Cd/PO4*)agua €s la relacion de las
concentraciones de estos dos componentes medidas en el medio de cultivo al inicio del
experimento. Valores de acqp mayores a uno reflejan una incorporacion preferencial de
Cd, mientras que valores menores a uno reflejan una incorporacion preferencial de
PO,%.
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Figura 2.8. Relacion entre las concentraciones promedio diarias, de Cd disuelto (Cdg) y PO4*
en (a) tratamientos expuestos a concentraciones representativas del medio natural
(tratamientos FAD-2011, Intermedio y FAD-2005) y, (b) datos superficiales de tres
florecimientos algales de L. polyedrum (FAD) en la BTS (FAD de 2005; Lares et al., 2008, FAD-
2011 y 2012; Gutierrez-Mejia et al., 2016), comparados con datos superficiales reportados
frente a las costas de Baja California y California (Bruland, 1980; Safudo-Wilhelmy y Flegal,
1991, 1996; van Geen y Luoma, 1993; van Geen y Husby, 1996). La linea discontinua
representa la regresion lineal obtenida para aguas superficiales en las costas de Baja California
y California, y la linea continua para el tratamiento Intermedio. Se muestran las ecuaciones de
las lineas de regresion, sus coeficientes de correlacion (r), niveles de significancia (P) y niumero
de muestras (n).
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En este estudio, los tratamientos expuestos a concentraciones representativas del
medio natural tuvieron valores de acqp de 1.45 (FAD-2011), 0.75 (Intermedio) y 0.62
(FAD-2005), respectivamente. Lo anterior sugiere que en el tratamiento expuesto a las
mas bajas concentraciones de Cdq y POs> el Cd fue removido de forma preferencial
(FAD-2011), mientras que en los tratamientos expuestos a mayores concentraciones
(Intermedio y FAD-2005), el PO, fue el que se removié preferencialmente. Si se
calcula el fraccionamiento como la razén de las tasas de remocién de Cd y PO4* (Tabla
2.3), entonces se sugiere una remocion preferencial de PO,* en todos los tratamientos
(rango de 0.32 — 0.55) tal y como se observé en el campo para el FAD-2011 (Capitulo
1). Elderfield y Rickaby (2000) calcularon un factor aproximado promedio de 2.5 para el
océano moderno, igual al factor calculado con datos de agua y MOP de Baja California
(2.5, Bruland et al., 1980). En la BTS, de donde se tomaron los valores de referencia de
Cdq y PO, para realizar los cultivos, se han reportado valores de acgp de 0.13 + 0.05
durante la temporada de primavera en presencia de una alta productividad biolégica
(Delgadillo-Hinojosa et al., 2015). Sin embargo, las concentraciones de Cdg y PO4> con
las que se calculd el factor de fraccionamiento de los cultivos, fueron mucho mas altas
que las reportadas para la BTS por Delgadillo-Hinojosa et al. (2015). Se sugiere que la
gran variabilidad observada es debida a las diferencias en las cinéticas de remocion de
Cd y de PO,* y a sus comportamientos diferenciales en aguas altamente productivas.

2.5. Conclusion

Los resultados del presente estudio indican que L. polyedrum tiene la capacidad de
remover Cd y PO,* del medio a las diferentes concentraciones de exposiciéon manejas,
sin limitar su crecimiento. Las células respondieron rapidamente a las concentraciones
de Cd disponible, removiendo la mayor cantidad durante las primeras 24 h de
exposicién, mientras que la remocion de PO,> fue gradual durante todo el periodo de
estudio, esto sugiere que la cinética de remocion de estas dos especies disueltas es
diferente. Tomando en cuenta los tres tratamientos que representan condiciones
observadas en el medio natural de la BTS, se puede decir que a pesar de las bajas o
altas concentraciones de Cd y PO, utilizadas en los cultivos de laboratorio, las células
crecieron de manera similar y alcanzaron abundancias comparables a las reportadas
durante florecimientos algales de esta especie en la BTS. Unicamente el tratamiento
FAD-2011 presentd la menor abundancias celular, asi como la menor tasa de
crecimiento y remocién de PO, lo cual posiblemente estuvo relacionado con la
concentracion de exposicion de PO4>, que fue la mas baja. Por el contrario, la mayor
remocion de Cd y PO,> se dio en el tratamiento con las mas altas concentraciones de
estas especies disueltas (FAD-2005), en donde se presenté ademas la mayor tasa de
crecimiento y la mas alta abundancia celular. Lo anterior sugiere que las mas altas
concentraciones de exposicion manejadas en este estudio (1.62 £ 0.18 nM y 6.18 +
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0.16 uM; Cd y PO,>, respectivamente), similares a las mayores concentraciones
reportadas en el medio natural durante florecimientos algales de L. polyedrum, no
generan efectos negativos en el crecimiento y desarrollo de este dinoflagelado, sino
que por el contrario, estimulan su rapido desarrollo. Las mayores tasas de remocion
obtenidas en este estudio, en especial de Cd, comparadas con las observadas en
condiciones naturales pueden explicarse por: 1) la utilizacién de Cd por L. polyedrum,
posiblemente por los distintos requerimientos que tienen las especies; 2) las
concentraciones manejadas también puede marcar la diferencia, ya que no son las que
prevalecen a lo largo de todo el afio en la BTS, sino las registradas eventualmente
durante los florecimientos algales. La gran variabilidad en la razén Cd/PO4*, asi como
en la abundancia de células, a lo largo del tiempo sugiere un comportamiento
diferencial entre el Cd y el PO4>. Este desacople esta en funcién de la manera en que
se remueven estos dos componentes del medio de cultivo. Por ultimo, el disefio
experimental se plante6 de manera que simulara las condiciones observadas durante
otros FAD de L. polyedrum, por lo que es una aproximacion razonable de lo que
sucede en el medio natural y un avance en el conocimiento del ciclo del Cd y el PO4*
en las zonas costeras marinas.
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Capitulo 3. Cadmio en sedimentos de la Bahia de Todos Santos y del Puerto de
Ensenada y su relacién con florecimientos algales de Lingulodinium
polyedrum

3.1. Introduccion

La mayoria de las transformaciones que afectan a los metales traza en la superficie
de los sedimentos estan influenciadas directa o indirectamente por la oxidacion de la
materia organica depositada desde la columna de agua (Yaru et al.,, 2000). En las
zonas costeras, mayor cantidad de materia organica es depositada antes de ser
oxidada en su trayecto hacia el fondo y/o es enterrada antes de ser descompuesta en
la interfase agua-sedimento (Huerta-Diaz y Reimer, 2010). Es por esta razén que flujos
altos de materia organica hacia los sedimentos normalmente contribuyen a desarrollar
condiciones anoxicas cerca o desde la interfase agua-sedimento.

Los mecanismos que determinan la retencion-fijacion, movilidad y liberacién de los
metales traza en los sedimentos, varian dependiendo de las caracteristicas de los
mismos, tales como contenido de materia organica, tamafio de grano, condiciones
redox, salinidad, temperatura y pH (Rosas-Rodriguez, 2001; McKay et al., 2007). Entre
estos factores, el tamafo de grano juega un papel importante en controlar la
distribucion de los metales en los sedimentos, ya que determina su capacidad de
fijacion. Por lo general, altas concentraciones de metales estan asociadas a
sedimentos de grano fino (e.g., arcillas), debido a que tienen una elevada area
superficial con relacion al volumen vy, por lo tanto, tienen una mayor capacidad para
secuestrar metales (De Gregori et al., 1996). Sin embargo, los metales en los
sedimentos no necesariamente se fijan de forma permanente. Si las condiciones
fisicoquimicas cambian de forma natural (bioturbacion, difusion, reducciéon microbiana,
resuspension de sedimentos) o antropogénica (e.g., actividades de dragado), las
condiciones redox podrian cambiar a oxicas permitiendo la removilizacién de algunos
metales (Sundelin y Eriksson, 2001; Garcia-Rico et al., 2010), tales como el Cd
(Zhuang et al., 1994). Este proceso produce gradientes de concentracion de metales, lo
que puede ocasionar flujos hacia afuera de los sedimentos y, eventualmente,
enriquecimientos por metales disueltos en la columna de agua (Blake et al., 2004). De
esta manera, los metales traza pueden quedar disponibles para ser nuevamente
asimilados por la biota y bioacumulados a lo largo de la cadena trofica (Okamoto et al.,
1999).

Una fuente potencial de metales traza es la gran cantidad de la materia organica,
producida durante los florecimientos algales (FA), que no alcanza a ser degrada antes
de ser depositada en los sedimentos. Los quistes de reposo, particularmente
abundantes durante los florecimientos de dinoflagelados (FAD), a diferencia de la
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materia organica, son resistentes a los procesos diagenéticos, por lo que los metales
asociados posiblemente no pueden ser liberados al agua intersticial (Blake et al., 2004).
En la etapa final de un florecimiento de L. polyedrum que dur6 seis meses, uno de los
mas prolongados desde su primer registro en el aio 2000 para la Bahia de Todos
Santos (Pefia-Manjarrez et al., 2005), se reportaron altas concentraciones de Cd
disuelto (1.38 + 0.72 nM; Lares et al., 2008) en sus aguas superficiales. Lares et al.
(2008) sugieren que durante el tiempo de permanencia del florecimiento, L. polyedrum
asimil6 Cd, por lo que las altas concentraciones de Cd en la superficie pueden
atribuirse a un proceso de remineralizacion de la materia organica producida durante el
florecimiento. En la Bahia de Todos Santos (BTS) se han identificado algunas zonas
que actuan como semilleros de quistes de reposo que proveen las células necesarias
para el desarrollo de nuevos FAD, como es el caso del Puerto de Ensenada (Pefia-
Manjarrez et al., 2009). Las zonas consideradas semillero se caracterizan por ser
zonas protegidas, con baja energia de oleaje y tamano de grano fino (Peha-Manjarrez
et al., 2001, 2005). En general, el Puerto de Ensenada (PE) ha sido considerado como
una zona cuyas concentraciones de metales son relativamente altas en comparacion al
resto de la bahia (Romero-Vargas-Marquez, 1995), con enriquecimientos reportados
para Cd, Pb, Zn y Co (Huerta-Diaz et al., 2008).

Un antecedente de que los dinoflagelados pueden incorporar y transportar una
mayor cantidad de metales en comparacion a otras especies y, en especial Cd, se
presenta en un estudio realizado durante florecimientos de diatomeas y dinoflagelados
en la Bahia Funka (Japon, Noriki et al., 1985). Estos autores encontraron que el Cd fue
el elemento que se incorpord en mayor grado a las células, reportando incrementos en
las concentraciones de Cd en el material particulado a 1 m de profundidad durante el
florecimiento de diatomeas (promedio 350 ppb = 3.11 nmol g™') y los mas altos valores
cuando predominaron los dinoflagelados (promedio 1425 ppb = 12.68 nmol g™'). Garcia-
Hernandez et al. (2005) reportaron altas concentraciones de Cd en los sedimentos (4.0
ug g = 36 nmol g') durante un FA nocivo de varias especies de dinoflagelados en la
Bahia Kun Kaak (Sonora), con valores seis veces mayores que los reportados para una
zona cercana no afectada por el FA y que fue considerada como referencia (0.62 ug g’
= 5.5 nmol g™).

El presente estudio se realizd con el fin de estudiar la variabilidad de Cd en los
sedimentos de la zona norte de la BTS (N-BTS) y del PE, en donde se presentaron los
FAD de 2011 y 2012, ya que resulta de gran interés geoquimico y ambiental identificar
si los florecimientos de L. polyedrum podrian estar asociados con la transferencia de
Cd hacia el sedimento y/o si podrian influir en la variabilidad de Cd observada en la
columna de agua durante los FAD. Considerando que las concentraciones de metales
totales en los sedimentos no reflejan la fraccion potencialmente disponible para la biota
(Loring, 1991), se determinaron también las concentraciones reactivas. Si la aparicién
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de FAD se encontrara asociada a la transferencia de metales traza hacia los
sedimentos y si las células de L. polyedrum se encontraran enriquecidas en Cd (y
posiblemente otros elementos), entonces seria factible suponer que se podrian
transferir metales traza hacia los sedimentos durante los FAD.

3.2. Area de estudio

La Bahia de Todos Santos se localiza al noroeste de la Peninsula de Baja California
(Figura 3.1a), aproximadamente a 110 km al sur de la frontera México-Estados Unidos.
En la zona noreste de la bahia, en donde se ubica el sitio de estudio, la profundidad de
la columna de agua es de aproximadamente 10 — 15 m. En la BTS predomina un clima
mediterraneo, con poca precipitacion (Pavia, 2004) y lluvia predominantemente durante
el invierno, generalmente entre noviembre y abril (promedio de 260 mm afio™, Reyes-
Coca y Troncoso-Gaytan, 2004). De manera general, en la BTS se establece el
transporte de sedimentos de las zonas costeras y de las Islas de Todos Santos que
convergen hacia la parte central de la bahia (Gao y Collins, 1994), indicando que seria
en esta parte en donde se acumularian preferencialmente los sedimentos.

El Puerto de Ensenada ubicado en la parte noreste de la BTS (Figura 3.1b), fue
construido en 1956 y representa uno de los principales puertos en el Pacifico
Mexicano. Es un puerto de altura y cabotaje en donde se desarrollan actividades
comerciales, pesqueras y turisticas. Tiene un area aproximada de 1.95 km? con una
profundidad que varia entre 1.5 y 11 m, con las mayores profundidades localizadas en
el canal de navegacion y arribo de embarcaciones de altura. El puerto es un area de
baja energia en donde predominan sedimentos de grano fino (< 62.5 ym; Huerta-Diaz
et al., 2008), los cuales pueden acumular metales por aportes eventuales provenientes
del Arroyo Ensenada durante la época de lluvias y de otras actividades relacionadas
con la pesca, asi como por el trafico y el mantenimiento de embarcaciones ya que se
encuentra un astillero en el interior de la rada portuaria. Las actividades de dragado
realizadas en el PE para su adecuado funcionamiento y con fines de expansion pueden
producir un transporte neto de metales hacia afuera del puerto.

En la BTS y el PE se han realizado estudios referentes a algunos metales en los
sedimentos, tales como Cd, Cu, Ni, Zn, Al, Fe, Mn, Co, Pb, y Ag (Romero-Vargas-
Marquez, 1995, Sandoval-Salazar, 1999, Carredn-Martinez et al., 2001, 2002,
Mandujano-Velasco, 2007). Estos estudios en su mayoria reportan en la bahia una
concentracion de metales relativamente baja en sedimentos superficiales en relacion a
dos zonas con mayores concentraciones, la rada portuaria y al este de las Islas de
Todos Santos. Para el PE, Huerta-Diaz et al. (2008) reportaron una mayor
concentracion de metales en la zona interna del PE, un alto enriquecimiento de Cd, Cu,
Ni y, en menor grado, de Zn. Las altas concentraciones de Cd en los sedimentos del

67



puerto se han atribuido a la presencia de sedimentos de grano fino, a un
enriquecimiento de tipo natural (Huerta-Diaz et al.,, 2008), a las actividades de
reparacion de embarcaciones y a los aportes del arroyo Ensenada en la época de lluvia
(Romero-Vargas-Marquez, 1995).
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Figura 3.1. Ubicacion de las estaciones de muestreo en (a) la Bahia de Todos Santos (BTS) y
(b) el Puerto de Ensenada (PE). Muestras de sedimento superficial (circulos) tomadas durante
florecimientos de Lingulodinium polyedrum en la BTS y el PE asi como en su ausencia (s6lo en
el PE). La ubicacion del nucleo de sedimento recolectado esta representado por el triangulo.
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3.3. Materiales y métodos
3.3.1. Limpieza del material y preparacion de soluciones

El material utilizado para la recoleccion y analisis de las muestras se lavd con jabon
libre de fosfatos (Citranox®) al 2% (v/v), seguido de tres enjuagues con agua destilada y
desionizada (ADD) grado Milli-Q (> 18 MQ cm™). Posteriormente, el material se dejo en
un bafo de HCI grado reactivo al 5% durante siete dias y, pasado este tiempo, se
enjuago tres veces con ADD. El material se seco a temperatura ambiente y se guardo
en bolsa de plastico Ziploc® hasta su uso posterior. Todos los acidos y reactivos
utilizados en la preparacion de las soluciones utilizadas para el proceso de extraccion
de sedimentos fueron grado reactivo.

3.3.2. Recolecciéon de las muestras

En octubre 2011 y noviembre 2012, durante el desarrollo de dos florecimientos del
dinoflagelado L. polyedrum, se recolectaron muestras de sedimento superficial en la
parte norte de la BTS (N-BTS, n = 3) y en el interior del Puerto de Ensenada (PE, n =
2), en lugares donde la superficie del mar presentaba una tonalidad rojiza indicativa de
altas abundancias de esta microalga. Adicionalmente, en mayo y noviembre de 2013 se
recolectaron muestras de sedimento superficial (a profundidades de 9 a 15 m) en
ausencia de florecimientos algales en el PE para fines comparativos (no FA, n=4)y en
las mismas zonas en donde se presentaron los FAD en 2011 y 2012. No se
recolectaron muestras en el N-BTS en ausencia de FAD para comparar con las
muestras recolectadas durante FAD, por lo que se utilizan como referencia datos de un
estudio anterior (Romero-Vargas-Marquez, 1995), correspondientes a la misma zona
de muestreo. Adicionalmente, el 20 de noviembre de 2013 se recolectd un nucleo de
sedimento en el PE a 10 m de profundidad, en la misma zona en donde se habian
registrado las mayores abundancias de L. polyedrum durante los FAD de 2011 y 2012.
Las muestras recolectadas dentro del PE se realizaron considerando que este puerto
es una de las zonas de la BTS, de acuerdo a Pefia-Manjarrez et al. (2009), que
presenta mayor abundancia de quistes de L. polyedrum en los sedimentos. El nucleo
se tomo fuera del canal de dragado y alejado del Arroyo Ensenada (Figura 3.1b), en
una zona de baja energia y, por lo tanto, poco influenciada por procesos de
resuspension.

Las muestras de sedimento superficial se recolectaron con una draga Birge-Ekman
modificada por Pefia-Manjarrez (2001), con un cierre de hule para evitar el lavado y
pérdida del sedimento. De cada porcién de sedimento extraido con la draga, se
tomaron los primeros dos centimetros con una cuchara de plastico, evitando que las
muestras se mezclaran con el sedimento subsuperficial. Las muestras se guardaron en
bolsas Ziploc® y se congelaron a -20 °C hasta su andlisis posterior. El nicleo de
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sedimento se tomo utilizando un multinucleador (Mini Multi-Corer MC-200) que consta
de cuatro tubos de policarbonato de 6.25 cm de diametro exterior y 32.5 cm de largo.
Los tubos pueden penetrar hasta aproximadamente 20 cm de profundidad y se cierran
tanto en la parte inferior como superior, una vez que han penetrado en el sedimento.
Una vez recolectados, uno de los nucleos con 16 cm de sedimento fue inmediatamente
trasladado a tierra en donde fue extraido con un piston y seccionado cada centimetro
de sedimento con una espatula plastica. Cada fraccion de sedimento fue colocada en
un tubo para centrifuga de plastico de 50 mL y, menos de dos horas después de ser
seccionado el sedimento, las muestras fueron congeladas a -20 °C hasta su analisis.

3.3.3. Extraccién secuencial de las fracciones HCI y pirita

La extracciéon de Cd asociado a las fracciones operacionalmente definidas como HCI
y pirita (Cduci v Cdpirita) Se realizd utilizando el método de extraccion secuencial
desarrollado por Huerta-Diaz y Morse (1990). Este método consiste en digerir a
temperatura ambiente una cantidad de sedimento humedo equivalente a 2.5 g de peso
seco. Para determinar el porcentaje de humedad de cada muestra, se secaron entre 5
y 10 gr de sedimento humedo en un horno a 65 °C, hasta obtener un peso constante (~
48 h). La primera fraccion (HCI) se obtuvo de digerir cada muestra durante 16 h con 20
mL de HCI 1 N. Esta fraccion incluye los metales asociados con carbonatos, 6xidos de
Fe y Mn y sulfuros volatiles en acido. Posteriormente, la fraccion de silicatos
(principalmente arcillas) se extrajo mediante dos digestiones sucesivas con 30 mL de
HF 10 M por 1y 16 h, respectivamente. Este digerido fue desechado debido a que los
metales traza asociados a esta fraccion son esencialmente no reactivos durante los
procesos de diagénesis temprana. Finalmente, el residuo de la fraccion de silicatos se
digirié durante 1 h con 10 mL de HNO3; concentrado para obtener la fraccién pirita (y
metales asociados). El metal asociado a la fraccién reactiva (Mergr) fue calculado como:

Mer = Mey,, + Mepirita (3.1)

En donde Meyc representa la concentracion del metal asociado a la fraccién HCl y
Meyiita coOrresponde a la concentracion del metal asociado a la pirita. La opcion de
analisis para esta fraccion tiene como objetivo determinar las concentraciones de
metales que son reactivas hacia la formacién o disolucion de minerales, o que son
susceptibles de ser incorporadas por organismos marinos. La ventaja potencial que
representa el analisis de la fraccion reactiva es la eliminacion de las interferencias
producidas por las concentraciones presentes en la fraccion de silicatos. Estas
interferencias podrian "borrar" o disminuir las sefiales dejadas en los perfiles de
metales en la columna sedimentaria, por ejemplo por los quistes de los dinoflagelados.
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3.3.4. DOPy DTMP

El grado de piritizacion (DOP) introducido por Berner (1970), se utilizé para evaluar
la cantidad de Fe que se encuentra en forma de pirita (Fepirita) €n relacién a la fraccion
reactiva (Ferr = Fenc + Fepirita), Utilizando la siguiente ecuacion:

DOP (%)= — "2y 100 (3.2)

Fenci + Fepirita

De manera similar al DOP, las concentraciones de Cd en la fraccion HCI y pirita
(Cduci Yy Cdpirita) se utilizaron para calcular el grado de piritizacion de metal traza
(DTMP-Cd). Este término fue introducido por Huerta-Diaz y Morse (1990) para evaluar
el porcentaje de metal sedimentario reactivo asociado a la pirita, utilizando la siguiente
ecuacion:

Cdpirita

DTMP-Cd (0/0) = m

x100 (3.3)

3.3.5. Extraccion de metales totales

La concentracion de Cd total (Cdr) se obtuvo siguiendo la metodologia de Carignan
y Tessier (1988). Esta técnica consistié en digerir 0.5 g de sedimento (peso seco) en
vasos de Teflon de 100 mL cubiertos con vidrios de reloj de Teflon. Las muestras se
digirieron bajo reflujo con 15 mL de HNO3 concentrado durante 30 min a 150 °C y se
evaporaron a sequedad. Posteriormente, se agregaron 4 mL de HCIO, concentrado a
los vasos y se pusieron en reflujo a 200 °C durante 30 min. Pasado este tiempo, las
muestras se dejaron enfriar, se agregaron 10 mL de HF concentrado y se evaporé la
muestra nuevamente a sequedad a 200 °C. Finalmente, se adicionaron 25 mL de HCI
al 5% a los vasos para solubilizar los metales traza y la solucion fue transferida a
botellas de polietileno de baja densidad de 30 mL de capacidad.

Las concentraciones de Cdr y Cd asociado a las fracciones HCI y pirita se
determinaron con un espectrofotometro de absorcion atémica con horno de grafito (GF-
AAS; Perkin-Elmer AAnalyst 600) utilizando el método de adicién estandar para
compensar por efectos de matriz. El Alr (elemento normalizador) y el Fe asociado a las
fracciones HCI y pirita se cuantificaron en un espectrofotometro de absorcién atomica
con flama (Varian SpectrAA 220 Fast Sequential). La exactitud y precision del método
analitico para el Cdr se evaluo utilizando los materiales de referencia certificados
(CRM) para sedimentos marinos PACS-2 y MESS-3 (Canadian Research Council of
Canada). Para el Cd y Fe asociado a las fracciones HCI y pirita no se utilizaron
materiales de referencia ya que no existe material certificado para esta extraccion
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operacional. Los porcentajes de recuperacion para Cdy utilizando los CRM PACS-2 y
MESS-3 fueron de 107 + 9 (n = 2) y 101 £ 8 (n = 2), respectivamente, mientras que
para Alr fueron de 98 £ 10 (n = 2) y 104 £ 3 (n = 2), respectivamente (Tabla 3.1), con
una precision para ambos elementos en el rango de 5.6 a 10%. Los blancos de
procedimiento fueron sujetos al mismo proceso que las muestras de sedimentos, pero
sin incluir sedimento. Los limites de deteccion (en pmol g') calculados como tres veces
la desviacién estandar del blanco de procedimiento, fueron: 0.7 x 10® (Cdr), 0.0006
(Alr), 1.8 x 10 (Cdnci), 3.8 x 10 (Cdpiita), 0.011 (Fenc), y 0.8 x 10 (Fepiria)-

Tabla 3.1. Andlisis de control de calidad de metales totales (Cdr y Aly) obtenidos con los
materiales de referencia certificados para sedimento marino PACS-2 (n = 2) y MESS-3 (n = 2)
del National Research Council of Canada.

oo . o

Elemento Valor cert!1f|cado Valor mt_a1d|do Recuperacion (%)
(Mg g) (Mg g)

Cdr pacs-2 2.11+£0.15 2.26 £ 0.20 107 +£9

Cdt mEess-3 0.24 £ 0.01 0.24 £ 0.02 101+ 8

Alt pacs-2 (662 + 032) X 104 (648 + 068) X 104 98+ 10

Alr vess 3 (8.59 + 0.23) x 10* (8.90 + 0.24) x 10* 104 + 3

Las concentraciones de Cdr se normalizaron con las del Alr. El Al es comunmente
utilizado como normalizador ya que se considera un elemento conservativo que forma
parte de las arcillas (Schropp et al., 1990), de manera natural tiene una concentracion
alta y no tiene una fuente de aporte antropogénico significativa; adicionalmente, tiene la
ventaja de compensar las concentraciones de elementos traza sedimentarios por
tamano de grano y por variabilidad mineralégica (Loring, 1991).

3.3.6. Factor de enriquecimiento

Los factores de enriquecimiento de Cd (FEcq4), expresados como razén molar, se
calcularon con las concentraciones de Cdr normalizadas por el Alr, de la siguiente
manera:

Cdr
( AIT)muestra (34)

"Eea = )
T

corteza

En donde (Cdt/Alt)muestra representa la concentracion de Cd en las muestras
normalizada por el Al y (Cdr/Alt)corteza representa la concentracion promedio de Cd
(normalizada por el Al) de rocas sedimentarias de la corteza terrestre (Turekian y
Wedepohl, 1961; Li y Schoonmaker, 2005). Para calcular los FEwe es preferible utilizar
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valores de fondo de los sedimentos de la misma zona de estudio. Sin embargo,
considerando que no siempre es factible obtener dicha informacion, en su lugar se
utilizan los valores de Turekian y Wedepohl, (1961) y Li y Schoonmaker (2005).
Factores de enriquecimiento mayores a uno representan enriquecimiento de Cd con
relacion a las concentraciones promedio de la corteza terrestre, FE < 1
empobrecimiento y FE = 1 significa que la concentracion de Cdr tiene el mismo valor
que el valor de referencia.

3.3.7. Analisis estadistico

Los analisis se realizaron con el programa SigmaStat, considerando un nivel de
probabilidad P < 0.05 como estadisticamente significativo. Se utilizaron pruebas
paramétricas, ya que se cumplié con los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas requeridos para este analisis. Se compararon los valores promedio de Cd en
las fracciones HCI y pirita por medio de ANOVAS de una via. Para evaluar posibles
asociaciones entre el Cd en las fracciones HCI y pirita en la columna sedimentaria, asi
como entre el Cd y Fe reactivos, se realizaron analisis de correlacion de Pearson.

3.4. Resultados
3.4.1. Cd en las fracciones HCI, pirita y reactiva

Las concentraciones de Cd asociado a las fracciones HCI y pirita mostraron
diferencias altamente significativas (P < 0.001), tanto en sedimentos superficiales (N-
BTS y PE) como en el nucleo (PE). El Cd asociado a la fraccién HCl domin6 sobre el
Cd asociado a la fraccion pirita, representando entre 82 — 94% y 86 — 95% (sedimentos
superficiales y nucleo, respectivamente) del Cd asociado a la fraccion reactiva (Cdgr =
Cdner + Cdpirita). En los sedimentos superficiales del PE las mayores concentraciones
de Cd en las fracciones HCI (2.45 + 0.45 nmol g') y pirita (0.330 + 0.012 nmol g™') se
registraron durante la presencia de florecimientos de L. polyedrum. Estas
concentraciones fueron 1.4 y 2.2 veces mayores (Cduci Y Cdpirita respectivamente) que
las medidas un afio después en ausencia de florecimientos (Tabla 3.2). En la zona N-
BTS durante los mismos FAD, la concentracion promedio de Cd en la fraccion HCI fue
de 1.46 + 0.40 nmol g™ y de 0.109 + 0.029 nmol g™ en la fraccién pirita.

Las mayores concentraciones de Cd asociado a la fraccion reactiva (2.78 + 0.44
nmol g, n = 2) durante los FAD en la zona de muestreo del PE, fueron 1.4 veces
mayores que las medidas un afo después en ausencia de florecimientos y en la misma
zona (Tabla 3.2). En las estaciones N-BTS, la concentracién de Cdrr fue de 1.57 + 0.41
nmol g durante los mismos FAD. El perfil de Cd asociado a la pirita en el PE presentd
una ligera tendencia a incrementar en concentracion con la profundidad (de 0.090 a
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0.211 nmol g™'), mientras que el perfil de Cd asociado al HCI presenté una tendencia
contraria, con valores mas altos en la superficie y menores en el fondo del nucleo (1.50
y 1.01 nmol g, respectivamente; Figura 3.2). Las figuras 3.3a y 3.3b muestran
correlaciones altamente significativas entre las concentraciones de Cd y la profundidad
para la fraccion HCI (r=-0.89, P < 0.001, n = 16) y pirita (r=0.74, P < 0.001, n = 16). El
perfil de Cd asociado a la FR, similar al de la fraccion HCI, presenté una tendencia a
disminuir con la profundidad, registrando los valores mas altos en los primeros 6 cm de
la columna sedimentaria (1.58 — 1.88 nmol g”'; Figura 3.2).

Tabla 3.2. Valores promedio (+ una desviacion estandar) y rango de concentraciones (en
negrillas) de Cd en las fracciones HCI (Cduq), pirita (Cdpirita), reactiva (Cdrr = Cdyc + Cdpirita) Y
total. Se muestran también los factores de enriquecimiento (FE), grados de piritizacion de Cd
(DTMP-Cd) y grados de piritizacion (DOP) en sedimentos superficiales de la zona norte de la
Bahia de Todos Santos (N-BTS) y el Puerto de Ensenada (PE). Las muestras fueron tomadas
durante florecimientos algales de Lingulodinium polyedrum (FAD) y en su ausencia (no FAD).
Se incluyen datos del nucleo del Puerto de Ensenada (PE).

Fraccion Fraccién Fraccién Fraccion DTMP-
HCI pirita reactiva total FE Cd DOP
(nmol g™) (Razén molar) (%)
Puerto FAD (n = 2)
245+045 0.330+0.012 278+044 3.05+0.29 1.04 £0.11 12+2 17 £ 1
213-2.77 0.322-0.338 247 -3.09 2.84-3.25 0.86 - 1.11 10-14 16-17
N-BTS FAD (n = 3)

146 +0.40 0.109 +0.029 1.57 £ 0.41 1.71 £ 0.41 0.64 £ 0.10 712 18+ 8
1.07-1.86 0.080-0.139 1.18-2.00 1.24-2.00 0.53-0.70 7-9 11 -26
Puerto no FAD (n = 4)

1.78 £0.23 0.148 £ 0.045 1.93+0.26 2.24+0.32 0.85+0.10 8+2 15+ 1
1.82-2.05 0.090-0.197 202-222 2.01-271 0.76 - 0.99 7-10 14-16
Nucleo no FAD (n = 16)
1.35+£0.21 0.193 + 0.059 1.53+0.17 2.28 +0.22 0.845 + 0.080 1315 16 £ 1
1.01-1.74 0.090 - 0.280 1.23-1.88 1.96-2.58 0.64 - 0.97 6-18 14-17
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Figura 3.2. Perfiles verticales de las concentraciones de Cd asociado a las fracciones (a) HCI
(Cduc) y pirita (Cdpirita) Y (b) fraccion reactiva (Cdrr = Cdyc + Cdrinita) €n el nlcleo de sedimento
obtenido en el Puerto de Ensenada.

0.5
r=0.74 (b)
1 P<0001

— <047 p=16
o o ]
Ko (@)

£ £
5 s

T E =
© 1 r=-0.89 'UQ-
© 057 o001 o

n=16
OO ] T T T T T T T T 00 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Profundidad (cm) Profundidad (cm)

Figura 3.3. Relacion entre la concentracion de Cd en la fraccion (a) HCI (Cdpc) vy (b) pirita
(Cdpirita) con la profundidad en el nucleo de sedimento obtenido en el Puerto de Ensenada.

75



3.4.2. DOPyDTMP

Para el calculo del DOP se midi6 la concentracion de Fe asociada a las fracciones
HCI y pirita (Figura 3.4). El Fe asociado a la fraccion HCI (80 — 88%) dominé sobre el
Fe en la fraccion pirita (12 — 20%) en sedimentos superficiales, asi como en el nucleo.
El perfil de Fe asociado al HCI y a la pirita presentaron una tendencia a incrementar
con la profundidad, hasta alcanzar concentraciones de 74.7 y 15.0 umol g™, fraccion
HCI y pirita respectivamente. El perfil de Fe asociado a la FR present6 tendencia a
incrementar en concentracion con la profundidad desde 59.3 ymol g'1 en la superficie
del nucleo hasta 89.8 a los 11 cm. A partir de esta profundidad la concentracion de
Ferr disminuyd hasta 79.3 umol g™ en el fondo del nticleo (Figura 3.4). Se observaron
correlaciones significativas (P < 0.01) entre las concentraciones de Cd y Fe asociados
a las fracciones HCI (r= 0.57, n = 16) y pirita (r=- 0.63, n = 16) en el nucleo del PE.
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Figura 3.4. Perfiles verticales de las concentraciones de Fe asociado a las fracciones (a) HCI
(Fenc)) vy pirita (Fepiita) ¥ (b) fraccion reactiva (Ferr = Fepc + Fepiita) €n el nucleo de sedimento
obtenido en el Puerto de Ensenada.
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Los sedimentos analizados del PE y el N-BTS presentaron bajos valores de DOP y
de DTMP-Cd. En sedimentos superficiales, el DOP varié entre 11 — 17% (n = 7), con un
solo valor por arriba de este rango en N-BTS durante FAD (26%, Tabla 3.2). Para el
caso del nucleo del PE, los valores de DOP permanecieron practicamente constantes
con la profundidad (16 £ 1%, Figura 3.5a). El grado de piritizacion de Cd en sedimentos
superficiales varié entre 7 — 14%, mientras que el perfil de DTMP-Cd mostré tendencia
a incrementar con la profundidad del sedimento (superficie y fondo, 6 y 17%
respectivamente; Figura 3.5b).

DOP (%) DTMP-Cd (%)

0O 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
04— L v 1 v 1.1, A P R R
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14 - .
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Figura 3.5. Perfiles verticales del (a) grado de piritizacién (DOP) y, (b) grado de piritizacion de
metal traza para el Cd (DTMP-Cd) en el nucleo de sedimento obtenido en el Puerto de
Ensenada.

3.4.3. Concentracion de Cd total y normalizacién con Al

Las concentraciones promedio de Cdr en los sedimentos superficiales del PE (3.05 +
0.29 nmol g™') donde se tomaron las muestras durante los FAD, fueron mayores que las
medidas en la misma zona un afo después y en ausencia de florecimientos (2.24 +
0.32 nmol g™, Tabla 3.2). En la zona N-BTS la concentracién promedio de Cdr, al igual
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que el Cdyci, Cdpiita Y Cdrr, fue inferior (1.71 + 0.41 nmol g™') a los valores obtenidos en
el PE durante los FAD. La concentracion de Cdt no mostré cambios substanciales con
la profundidad del sedimento (Figura 3.6a), solo un ligero incremento en la
concentracion entre los 4 y 13 cm de profundidad (hasta 2.58 nmol g'). A partir de esta
ultima profundidad la concentracién de Cd volvié a disminuir (hasta 1.96 nmol g™ a los
16 cm) a valores similares a los medidos en la superficie (2.01 nmol g™"). Al normalizar
la concentracion de Cdr con la del Aly (Cdt/Aly), se pudo observar que el perfil
resultante presento6 la misma tendencia que la del Cdr sin normalizar (Figura 3.6b).
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Figura 3.6. Perfiles verticales de la (a) concentracion de Cd total (Cdr) y, (b) razén molar
Cd+/Alr para el nucleo de sedimento obtenido en el Puerto de Ensenada. La linea discontinua
en (b) indica la razén (Cdt/Alt)corteza Calculada a partir de los datos de Turekian y Wedepohl
(1961) y Li y Schoonmaker (2005).

3.4.4. Factor de enriquecimiento

Los factores de enriquecimiento (expresados como razéon molar) de Cd en
sedimentos superficiales de la zona N-BTS estuvieron en el rango de 0.53 — 0.70. En la
zona de muestreo del Puerto de Ensenada los rangos de FEcq durante (0.86 — 1.11) y
en ausencia (0.76 — 0.99) de FAD fueron similares (Tabla 3.2). En el perfil del nucleo
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del PE, el FEcq4 presentd pequefas variaciones con la profundidad, con una leve
disminucion durante los primeros 3 cm (0.84 — 0.77), a partir de la cual se
incrementaron los valores hasta alcanzar los 9 cm, con un valor maximo de 0.97.
Posteriormente, el FEcq volvid a disminuir hasta alcanzar la zona mas profunda del
nucleo, en donde se registro el valor mas bajo (0.64, Figura 3.7).

FE_., (razon molar)

0.0 0.5 1.0
0 L1 1 1 |

1 1 1 1

Profundidad (cm)
o

16

Figura 3.7. Factores de enriquecimiento de Cd (FEcqy = [Cdt/Altlmuestra/[CAT/Alt]corteza) €N €l
nucleo de sedimento obtenido en el Puerto de Ensenada. La razén Cd{/Alr en la corteza
terrestre fue calculada a partir de los datos de Turekian y Wedepohl (1961) y Li y Schoonmaker
(2005).

3.5. Discusion
3.5.1. Cd en las fracciones HCI, pirita y reactiva

El Cd en los sedimentos de la zona N-BTS y en la zona en donde se tomaron las
muestras en el PE (altas abundancias de L. polyedrum) se asocio preferencialmente a
la fraccion operacionalmente definida como HCI, la cual representd entre el 82 — 94%
del Cd asociado a la fraccion reactiva (Cduc + Cdpirita). EI Cd asociado a las fracciones
HCI y pirita vari6 de manera casi lineal, ya sea aumentando (Cdpirita) 0 disminuyendo
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(Cdne)) con la profundidad (Figura 3.2), como lo demuestran las correlaciones
altamente significativas obtenidas entre las concentraciones de Cd y la profundidad
para la fraccién HCI (r = -0.89, P < 0.001, n = 16; Figura 3.3a) y pirita (r = 0.74, P <
0.001, n = 16; Figura 3.3b). Las bajas concentraciones de Cd asociado a la fraccion
pirita en sedimentos superficiales y en todo el perfil sedimentario determinadas en el
presente estudio, indican una baja asociacion con este mineral. Sin embargo, la
disminucién en las concentraciones de Cduc y el incremento de Cdpiita COn la
profundidad, indica que hay una transferencia de Cd de la fraccién HCI a la piritica
(Figura 3.2). Los resultados del presente estudio, indican que existe una fuerte
dependencia de las concentraciones de Cd y Fe asociados a las fracciones HCI y pirita
en el nucleo, tal y como lo indican las correlaciones significativas (P < 0.01) entre las
concentraciones de estos dos elementos para cada una de las fracciones. La
correlacion fue negativa para los elementos asociados al HCI (r = - 0.63, n = 16), lo que
indica que el Cdyc disminuye con la profundidad conforme el Fepc se incrementa. Para
el caso de Cd y Fe asociados a la pirita, la correlacion fue positiva (r = 0.57, n = 16), es
decir que la concentracion de estos elementos se incrementa con la profundidad.

La pirita actua como un importante sumidero de metales traza en ecosistemas
marinos (Huerta-Diaz y Morse, 1992) y, en sedimentos Oxicos cercanos a la interfase
agua-sedimento la pirita no se forma diagenéticamente (Berner, 1970). Se ha reportado
que los sedimentos del PE son por lo general anoxicos-sulfidicos hasta la interfase
agua-sedimento (Huerta-Diaz et al., 2008), tal y como se observo en este estudio por el
color del sedimento (casi negro) y por su fuerte olor a acido sulfhidrico. La oxidacion de
la materia organica en los sedimentos favorece la produccion de acido sulfhidrico (H2S)
durante los procesos de reduccion de sulfato, promoviendo la precipitacion de pirita al
combinarse el H,S con el Fe disuelto proveniente de la disolucién reductiva de los
oxihidroxidos de Fe. Se ha propuesto que el Cd, un elemento que no es
significativamente piritizado, forma sulfuros de Cd (CdS) antes de la formacién de FeS
y su subsecuente transformacioén a pirita (Morse y Luther, 1999). Si los sedimentos
reducidos son expuestos a condiciones Oxicas (procesos de dragado, resuspension)
podria suceder que los metales asociados a la pirita se liberaran rapidamente debido a
la inestabilidad de este mineral autigénico, tal como lo reporta Carroll et al. (2002). Sin
embargo, considerando que en este estudio las concentraciones de Cd asociadas a la
fraccion pirita fueron bajas, la removilizacion de Cd de los sedimentos en el N-BTS y la
zona del PE, podria no tener relevancia.

Las concentraciones promedio de Cd reactivo (Cdnc + Cdpirita) fueron mayores en los
sedimentos superficiales del PE, en comparacion a los sedimentos del N-BTS (Tabla
3.2), lo que sugiere que la zona del PE en donde se tomaron las muestras estd mas
enriquecida en Cd reactivo. A pesar de que se tiene un limitado numero de muestras
durante y en ausencia de FAD, es posible inferir que la concentracion promedio de Cd

80



en la fraccidon reactiva fue mayor en la zona del PE (2.45 + 0.34 nmol g'1) durante los
florecimientos. Estos resultados sugieren que las diferencias pueden ser debidas a: (1)
sedimentacion de material particulado producido durante los FAD, y/o (2) a las
caracteristicas particulares de las zonas en donde se tomaron las muestras (e.g.
tamafo de grano, condiciones redox, energia del oleaje). La sedimentacién de material
particulado podria explicar las mayores concentraciones de Cdrr en sedimentos
superficiales, ya que coincidieron con las mayores abundancias del dinoflagelado L.
polyedrum, en especial en el PE (hasta 1.82 x 10° células L', FAD-2011) y, con altas
concentraciones de Cd disuelto y particulado (0.74 + 0.23 nM y 0.870 + 0.099 nmol kg™,
respectivamente) en comparacion a los datos obtenidos en ausencia de FAD. El Puerto
de Ensenada y la zona N-BTS presentan diferentes caracteristicas fisicas que influyen
en el asentamiento y preservacion del material procedente de la columna de agua, las
cuales podrian explicar también las diferencias en las concentraciones de Cd. En el
Puerto de Ensenada se da un mayor asentamiento y preservacion del material
particulado por ser una zona protegida, con baja energia de oleaje y con un menor
tamafno de grano (Pefia-Manjarrez et al., 2005, 2009), contrario a las zonas mas
dinamicas del norte de la BTS en donde se tomaron las muestras. Durante el mismo
periodo de estudio (FAD-2011) y en la misma zona de muestreo, Ruiz-de la Torre et al.
(2013) reportaron que, como consecuencia del esfuerzo del viento y las corrientes de
marea, los parches formados por la gran acumulacion de células de L. polyedrum en
aguas superficiales de la BTS, tienden a desplazarse rapidamente. Por tanto, las
concentraciones de Cd en las diferentes fracciones, determinadas en los sedimentos
de la zona N-BTS, no necesariamente reflejarian la lluvia de materia organica
proveniente del FAD. Se sugiere que en estudios posteriores se amplié y mejore la red
de muestreo de sedimentos superficiales en la BTS y el PE durante y en ausencia de
FAD, asi como al final de estos eventos. De esta manera se podria inferir si los
florecimientos algales de L. polyedrum son capaces de afectar la quimica de los
sedimentos y el ciclo del Cd.

El Cd en la fraccion reactiva (Cduci + Cdpiita) €n sedimentos superficiales representé
entre 78 y 100% la concentracién de Cdr y, en promedio, 68 + 12% en el perfil del
nucleo del PE, con los mayores valores cerca de la interfase agua-sedimento.
Resultados similares a los obtenidos en este estudio fueron reportados por Adekola et
al. (2010), quienes estudiaron el efecto ambiental de algunos metales traza (Mn, Pb,
Cu, Fe y Cd) en sedimentos andéxicos del Lago Kainji. Estos autores reportaron que el
60% del Cdr se encontraba en forma biodisponible. Los resultados del presente estudio
indican que el Cd esta presente principalmente en su forma reactiva y que por lo tanto
podria estar biodisponible para los organismos. Para iniciar un nuevo florecimiento de
L. polyedrum se requiere, ademas de las condiciones favorables para su desarrollo, la
resuspension de los quistes que estan en los sedimentos (Pefia-Manjarrez et al., 2005)
y cuando esto sucede, es posible una liberacion de los metales asociados al
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sedimento. Para el caso particular del PE, considerado como una de las principales
zonas semillero de quistes de L. polyedrum de la BTS, la removilizacion de los
sedimentos (andxicos) y quistes, contribuiria a la liberaciéon del Cd presente. Sin
embargo, en base a los resultados obtenidos en este estudio, en donde se encontrd
que la gran mayoria del Cd se encuentra en la fracciéon HCl y muy poco en la piritica, la
removilizacion de Cd no tendria un efecto considerable, a menos que este elemento se
encuentre asociado a los AVS, los cuales son disueltos durante la digestion con HCI.

A pesar de que en este estudio la contribucion relativa de Cd reactivo en relacion al
Cdr fue elevada (> 60%), las concentraciones de Cdrr obtenidas en la BTS y el PE
(rango: 1.23 — 3.09 nmol g™') fueron inferiores a las reportadas por Huerta-Diaz y Morse
(1992) en sedimentos anodxicos del Golfo de México; Bahia Baffin y Delta del
Mississippi (hasta ~18 nmol g '), Green Canyon (hasta ~27 nmol g) y plataforma y
talud del Golfo de México (hasta ~29 nmol g”'). También se han reportado altas
concentraciones de Cdrr en sedimentos anodxicos hipersalinos de la Cuenca Orca (~30
nmol g”'; Huerta-Diaz y Morse, 1992) y la salina de Guerrero Negro (México, ~23 nmol
g"; Huerta-Diaz et al., 2011), asi como en sedimentos dxico-anéxicos de la costa del
Pacifico de Baja California (~11 a 23 nmol g"'; Nava-Lépez y Huerta-Diaz (2001). En los
estudios antes mencionados las concentraciones de Cd asociadas a la fraccion HCI
fueron las que contribuyeron a las altas concentraciones de Cd reactivo.

3.5.2. DOPyDTMP

Los grados de piritizacién (DOP) en sedimentos superficiales del PE, asi como en el
nucleo, fueron relativamente bajos (< 17%, Figura 3.3) considerando las condiciones
anoxicas de los sedimentos del PE. Nava-Lépez y Huerta-Diaz (2001) reportaron
valores similares para sedimentos de la costa del Pacifico de Baja California, con DOP
de alrededor del 2% (capa Oxica) en los primeros 7 cm de profundidad, con
incrementos subsecuentes de hasta 19% en la zona andxica. Los grados de piritizacion
son indicadores importantes de la reactividad del Fe hacia la pirita sedimentaria para
establecer si el sedimento se encuentra limitado por la disponibilidad de Fe labil y hasta
qué punto el Fe labil ha sido transferido al reservorio piritico. En el nucleo del PE, la
concentracion de Fe asociado a la fraccion pirita fue, en promedio, 13.4 + 1.3 ymol g,
valor aproximadamente cinco veces menor que su concentracion asociada a la fraccion
HCI (65.4 + 6.3 umol g™).

El grado de piritizacion de metales traza para el Cd (DTMP-Cd), al igual que para el
DOP, fue generalmente bajo (< 18 %), lo que confirma que el Cd en general no
presenta una alta afinidad por la pirita y, por lo tanto, que unicamente una pequefa
parte de la fraccion reactiva de este elemento se encuentra piritizado (Tabla 3.2). A lo
largo del nucleo fue evidente un incremento en la piritizacién del Cd (6 y 18%,
superficie y fondo respectivamente; Figura 3.5b), similar a los valores de 5 — 12%,
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reportados por Nava-Lopez y Huerta-Diaz (2001) para la costa del Pacifico de Baja
California. Huerta-Diaz y Morse (1992) en sedimentos anodxico-sulfidicos reportaron
también una muy baja asociacion del Cd con la pirita (DTMP-Cd < 10%), lo que
atribuyeron a que incrementos en la concentracion de H,S podria incrementar la
concentracion de complejos solubles de sulfuro de Cd, dejando menos Cd disuelto
disponible para la formacion de sulfuros de Cd solidos.

3.5.3. Cd total y factor de enriquecimiento

Las diferencias entre las concentraciones de Cdr medidas en los sedimentos
superficiales del PE en donde se tomaron las muestras (3.05 £ 0.29 y 2.24 + 0.32 nmol
g', FAD y no FAD respectivamente) y las medidas en la zona noreste de la BTS
durante los FAD (1.71 + 0.41 nmol g "), pueden atribuirse a las diferencias en el tamafio
de grano, como se menciond anteriormente. La concentracion promedio de Cdr en
sedimentos superficiales del N-BTS durante los FAD, fue dos a seis veces mayor que
las reportadas por Romero-Vargas-Marquez (1995) para esta misma zona (0.03 a 0.08
ug g = 0.27 a 0.71 nmol g”) en 1992. En los sedimentos superficiales del PE, en
donde se tomaron las muestras, las concentraciones de Cdr coincidieron con los
valores reportados por Romero-Vargas-Marquez (1995) para la parte interna del PE
(0.32 ug g = 2.85 nmol g ™) pero difieren de los valores reportados por Huerta-Diaz et
al. (2008). Estos autores reportaron concentraciones mayores en un orden de magnitud
(= 40 nmol g') en sedimentos superficiales, para una zona cercana a la del presente
estudio, con una tendencia a incrementar hacia la parte interna del puerto (hasta = 49
nmol g7).

El perfil de Cdt presentd la misma tendencia que el perfil normalizado con el Alr
(Cd+/Al+, Figura 3.6a, b), lo cual sugiere que los cambios observados en el Cdr no
fueron producidos por cambios en las tasas de aporte, sino por cambios diagenéticos.
La concentracién promedio de Cdr en el nlcleo del PE (2.28 + 0.22 nmol g™ fue 15
veces menor (35.3 + 3.4 nmol g”') que la reportada por Huerta-Diaz et al. (2008) en el
2002, en una zona cercana a la zona de muestreo del presente estudio. Los resultados
del presente estudio indican que los niveles de Cd en la zona norte de la BTS y en la
zona de muestreo del PE, son relativamente bajos. Sin embargo, no puede
extrapolarse a los sedimentos de toda la BTS ni a los del Puerto en general, ya que el
disefio de muestreo de este estudio no lo permite.

A partir de los factores de enriquecimiento (razén molar) calculados para el nucleo
del Puerto de Ensenada (0.845 £ 0.080) y para sedimentos superficiales de la zona N-
BTS (0.64 £ 0.10) y del PE (1.04 £ 0.11 y 0.85 £ 0.10, FAD y no FAD respectivamente),
se pudo identificar que el Cd presentdé un comportamiento similar, tanto en la columna
sedimentaria como en los sedimentos superficiales. Los FE indican que los sedimentos
de N-BTS se encuentran empobrecidos en Cd (FE < 1) con relacion a los valores de la
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corteza terrestre. Los FEcq en los sedimentos del Puerto de Ensenada estan, en
promedio, muy cercanos a la unidad, lo que indica que posiblemente no estan
empobrecidos ni enriquecidos en Cd. Estos factores de enriquecimiento son muy bajos
comparados con los obtenidos por Huerta-Diaz et al. (2008), quienes reportaron altos
enriquecimientos de Cd (10 + 3) en diferentes nucleos del PE. Estos autores sugieren
que las altas concentraciones de Cd son una consecuencia del enriquecimiento de Cd
en el plancton presente en aguas de Baja California (Martin y Broenkow, 1975). Dado
que los procesos que ocurren en la columna de agua con el material organico e
inorganico tienen su destino final en los sedimentos, el Cd podria ser preservado y/o
liberado nuevamente a la columna de agua, como parte de su ciclo biogeoquimico y
esto podria estar sucediendo durante los FAD. Cabe mencionar que las mayores
concentraciones de Cd en los sedimentos, coincidieron con la presencia de los FAD,
asi como con las mas altas concentraciones de Cd en la superficie tanto en la fase
particulada, como en la fase disuelta (Capitulo 1). Por problemas metodolégicos no fue
posible hacer uso de los datos del fechado del sedimento y del conteo de quistes de L.
polyedrum en las diferentes capas de la columna sedimentaria. Por lo anterior, no se
puede determinar si existe un registro histérico de la variabilidad temporal en la
abundancia de quistes y de Cd en el Puerto de Ensenada, semillero de quistes para el
desarrollo de nuevos florecimientos de L. polyedrum (Pefia-Manjarrez et al., 2005).

3.6. Conclusion

Las concentraciones de Cd asociadas a las fracciones HCI y pirita mostraron que el
Cd tiende a acumularse en la fraccion HClI y muy poco a la pirita. Estas bajas
concentraciones de Cd y Fe en la fraccion pirita determinaron la presencia de bajos
valores de DOP y DTMP-Cd. EI Cd se encontr6 presente en los sedimentos
preferentemente en su forma reactiva (Cduci + Cdpiita), representando por lo general
mas del 60% del Cdr. Sin embargo, las concentraciones de Cdrr en la BTS y el PE
(rango: 1.23 — 3.09 nmol g') son muy bajas, comparadas con valores reportados para
sedimentos andxicos de otras zonas de estudio (Huerta-Diaz y Morse, 1992; Nava-
Lépez y Huerta-Diaz, 2001; Huerta-Diaz et al., 2011), lo que sugiere que la contribucién
relativa del Cd biodisponible por efectos de la resuspension de los sedimentos, seria
relativamente baja. De forma general, los FEcq muestran que la zona noreste de la BTS
no esta enriquecida en Cd con relacion a los valores de la corteza terrestre, mientras
que en el Puerto de Ensenada podria decirse que la zona de muestreo no esta
enriquecida ni empobrecida (FEcq < 1). Las concentraciones de Cdy en la zona noreste
de la BTS fueron hasta seis veces mayores que las reportadas por Romero-Vargas-
Marquez (1995), mientras en la zona del PE fueron hasta un orden de magnitud menor
que las reportadas por Huerta-Diaz et al. (2008) dentro del puerto y muy cerca del area
de muestreo del presente estudio. A pesar de que el disefio de muestreo no permite
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extrapolar los resultados a toda la zona de estudio, en el PE durante los FAD, se
registraron las mayores concentraciones promedio de Cd en las diferentes fracciones
(HCI, pirita, reactiva y total), asi como los mas altos FEcy, DOP y DTMP-Cd. La
informacion que nos provee el presente trabajo es relevante para el estudio de la
biogeoquimica del Cd y su relacion con los florecimientos algales del dinoflagelado L.
polyedrum. Sin embargo, es necesario un estudio mas detallado para poder confirmar
si existe una relacion entre la precipitacion de material particulado procedente de los
FAD y la concentracion de Cd en los sedimentos.
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Conclusiones generales

Durante la presencia de dos florecimientos de dinoflagelados (FAD) durante los
otofios de 2011 y 2012) en la Bahia de Todos Santos (BTS), se registrd6 una gran
variabilidad espacial en la abundancia de células de Lingulodinium polyedrum dentro de
un mismo florecimiento, asi como en las concentraciones de Cd disuelto (Cdg), en
especial durante el FAD-2011. Esta variabilidad demuestra que L. polyedrum se
distribuye por parches y que los cambios en la quimica del agua estan asociados con
esta distribucion. La hipoétesis inicial consideraba que L. polyedrum tenia la capacidad
de asimilar Cdg y PO,> del medio, los cuales serian puestos en solucién al final del
florecimiento. Sin embargo, en el presente estudio no se observaron altos valores de
Cdq al final de los FAD, por el contrario, las altas concentraciones promedio (0.71 +
0.17 y 0.49 = 0.35 nM) de Cdq4 obtenidas en el FAD-2011, comparadas con los valores
de referencia (hasta 0.192 nM, R-2013), se registraron durante los periodos de altas
abundancias de células. Una posible explicacion a las altas concentraciones de Cd, en
aguas superficiales durante el FAD-2011 son los procesos de asimilacion vy
regeneracion de Cd como resultado de la remineralizacion de la gran cantidad de
material particulado producido durante los FAD, aunado a la posible presencia de
ligandos organicos que pueden ser secretados por L. polyedrum, como ha sido
reportado para otras especies de microalgas y que podrian contribuir a mantener al Cd
en solucion.

Las altas concentraciones de Cd particulado (Cd,), relacionadas con las mayores
abundancias de L. polyedrum, sugieren que esta especie, principal componente del
material particulado durante estos florecimientos, efectivamente esta asimilando y
concentrando Cd y PO4*, como se verific6 mediante experimentos de asimilacion
realizados en el laboratorio y utilizando concentraciones de exposicion similares a las
reportadas en la BTS durante la presencia de FAD. En estos experimentos se pudo
apreciar que la diferencia en las remociones de Cd y PO,> radica en la velocidad con
que son removidos del medio, ya que la mayor cantidad de Cd removido se presenté
durante las primeras 24 h de exposicién, mientras que el PO,> se removié lenta y
gradualmente. En el tratamiento expuesto a las mas altas concentraciones de Cdy y
PO,> (FAD-2005), representativas del medio natural, fue en donde se removié la mayor
cantidad de estas dos especies disueltas. Cabe resaltar que la capacidad de
asimilacion de Cd por L. polyerdum, podria ser independiente de la concentracion de
Zn que hay en el medio, ya que los cultivos no presentaban limitacion de Zn y aun asi
se dio una rapida remociéon de Cd del medio. A pesar de las bajas o altas
concentraciones de Cdg y PO,> a las que fueron expuestas, las células alcanzaron
abundancias comparables a las reportadas durante los florecimientos algales de 2011 y
2012 en la BTS. Se pudo apreciar que las altas concentraciones de Cdq ¥y PO,>
manejadas en este estudio (1.62 + 0.18 nM y 6.18 £ 0.16 pM, respectivamente),
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similares a las mayores concentraciones reportadas en la BTS durante florecimientos
de L. polyedrum, no representaron efectos adversos en el crecimiento y desarrollo de
este dinoflagelado.

Es conveniente resaltar que las mas altas concentraciones de Cd, (asi como las de
Cdy) en el FAD-2011 estuvieron asociadas con altas abundancias celulares (> 10°
células L™, sugiriendo que las elevadas abundancias de L. polyedrum pueden influir en
la composicion quimica del agua de la BTS. Sin embargo, las altas concentraciones de
Cd, no se reflejaron precisamente en una disminucion en la fase disuelta, como se ha
observado en otros estudios durante florecimientos fitoplancténicos (Kudo vy
Matsunaga, 1998; Luoma et al., 1998). Este comportamiento inesperado sugiere que el
desarrollo de florecimientos de dinoflagelados es un proceso bastante dinamico vy
complejo, en donde simultdneamente se forma Cd, y se remineralizan particulas
biogénicas, poniendo en solucion preferentemente al Cd en la parte superior de la
columna de agua, debido a la estratificacion de las aguas superficiales de la BTS
durante la presencia de FAD.

La relacién Cdg vs. PO4* durante el FAD-2011 en la BTS sugirid una remocion
preferencial de PO4> o una menor remocién de Cd. Sin embargo, los resultados de los
estudios de asimilacion en el laboratorio muestran que en el tratamiento semejante al
FAD-2011 el Cd fue removido de manera preferencial, mientras en los tratamientos
Intermedio (0.99 + 0.59 nM y 3.75 + 0.03 uM, Cd y PO,* respectivamente) y FAD-2005
(162 + 0.18 nM y 6.2 + 0.2 uM, Cd y PO,™, respectivamente), expuestos a mayores
concentraciones de Cd y PO,*; el PO,> se removid preferencialmente. Estos
resultados nos ayudan a interpretar lo que puede suceder en el medio natural, solo hay
que tener en cuenta que la BTS es un sistema abierto bastante dinamico, mientras que
en condiciones de experimentacion se maneja un sistema cerrado en donde no hay
ningun tipo de aporte al medio, no existe competencia entre especies, y se manejan
condiciones controladas de temperatura, fotoperiodo e irradiancia. Aun con las
limitaciones que los estudios de laboratorio pueden tener, la fase de experimentacion
es una aproximacion razonable de los diferentes escenarios que podrian suceder en el
medio natural y un avance en el conocimiento del ciclo del Cd y el PO4* en las zonas
costeras marinas. Estos diferentes escenarios sugieren que la relacion del Cdqg vs.
PO,* es bastante compleja, principalmente como resultado del desarrollo de
florecimientos del dinoflagelado L. polyedrum, pero también por las caracteristicas de la
BTS, una zona donde la estacionalidad y el tiempo de retencion del agua producen
cambios en la quimica del agua.

El comportamiento diferencial observado entre Cdg y PO4*> en la BTS durante los
FAD, sugiere que existen diferentes procesos en la columna de agua: en la superficie
captacion biologica y remineralizacion de materia organica, mientras cerca del fondo se

89



presenta también remineralizacion de l|la materia organica, pero probablemente
acoplada a flujos bentdnicos causados por procesos diagenéticos dentro de los
sedimentos (e.g., disolucion reductiva de oxihidroxidos de Fe y Mn, oxidacion de la
materia organica). La gran variabilidad en la razén Cd¢/PO4> (0.11 + 0.03 a 2.08 + 0.51
nM/uM) observada en la BTS y las diferencias observadas en las concentraciones de
Cdq y PO4* en comparacion con aguas adyacentes del Pacifico Nororiental, sugieren
un desacople en el comportamiento de estas dos especies disueltas dentro de la BTS.
El desacople entre el Cdy y el PO,> puede ser ocasionado por las caracteristicas
particulares de la bahia, pero también por la presencia de florecimientos algales del
dinoflagelado L. polyedrum. Con los resultados obtenidos, se propone un umbral de
abundancia de 10° células L™, sugerido por el estudio de campo en la columna de agua
durante los FAD y por los resultados de los experimentos de laboratorio, a partir del
cual la magnitud de los florecimientos de L. polyedrum producen cambios importantes
en la quimica del agua. Durante el FAD-2011, cuando la abundancia de L. polyedrum
supero el umbral propuesto, se observaron importantes incrementos de Cdq y Cd, en
las aguas superficiales y de PO,* en las aguas cercanas al fondo. La correlacion
positiva entre la abundancia de L. polyedrumy el Cd, (r=0.74, P =0.009, n = 16) y Cd,
(r=10.75, P =0.008, n = 16) durante el FAD-2011, dan apoyo adicional a la hipotesis
del umbral de abundancia.

Una vez que L. polyedrum ha removido Cd y PO,> de la superficie del mar durante
los FAD, podrian entonces ser transportados hacia los sedimentos como parte de la
lluvia de material particulado, junto con los quistes de esta especie que se producen
durante el desarrollo de los florecimientos. Las muestras de sedimento superficial, en
donde se registraron las mas altas abundancias de L. polyedrum al noreste de la BTS
(N-BTS) y dentro del Puerto de Ensenada (PE), coincidieron con altas concentraciones
de Cdq y Cdp. A pesar de que el numero de muestras no es representativo de toda la
zona de estudio y se limitaron a los lugares en donde se concentraban los
florecimientos, en el PE durante los FAD se registraron las mayores concentraciones
promedio de Cd en las diferentes fracciones (HCI, pirita, reactiva y total) y los mas
elevados factores de enriquecimiento de Cd (FEcq), grados de piritizaciéon (DOP) y
grados de piritizacion de Cd (DTMP-Cd). Aunque debido al reducido numero de
muestras no es posible llegar a conclusiones definitivas, estos resultados son
consistentes con las altas concentraciones de Cdq y Cd, (0.74 £ 0.23 nM y 0.870 *
0.099 nmol kg™, respectivamente) observadas en la superficie del mar durante los
florecimientos algales de L. polyedrum. Las diferencias en las concentraciones de Cd
entre la zona N-BTS y PE pueden ser atribuidas al tamafio de grano, ademas de que el
PE es una zona mas protegida y con baja energia del oleaje. Se podria esperar que en
el PE las particulas se asentaran mas rapidamente y fueran un reflejo de lo que sucede
en la columna de agua, mientras que en los sedimentos de la zona norte de la BTS las
concentraciones de Cd no necesariamente reflejan la precipitacion de materia organica
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proveniente del FAD, debido al movimiento de las masas de agua que desplazan los
parches formados durante los FAD en pocas horas.

El Cd en la fraccion reactiva (Cdnc + Cdririta) €n sedimentos superficiales representd
entre 78 a 88% del Cd total (Cdy) y, en promedio, 63 + 11% en el perfil del nucleo del
PE, con los mayores valores cerca de la interfase agua-sedimento. Las mayores
concentraciones de Cd y Fe en la fraccion reactiva se encontraron asociadas a la
fraccion HCI (superior al 80%) y muy poco a la fraccion pirita, motivo por el cual se
registran bajos valores de DOP (< 17%) y DTMP-Cd (< 17%). Es posible que si los
sedimentos reducidos son expuestos a condiciones o6xicas (procesos de dragado,
resuspension, etc.) el Cd pueda ser liberado nuevamente y quede disponible para los
organismos. Para el caso particular del PE, considerado como una de las principales
zonas semillero de quistes de L. polyedrum, la removilizacion de los sedimentos vy
quistes, contribuiria a la liberacion del Cd presente. Sin embargo, basados en los
resultados obtenidos, la removilizacion de Cd no tendria un efecto considerable. Se
sugiere ampliar y mejorar la red de muestreo de sedimentos superficiales en la BTS y
el PE durante y en ausencia de FAD y al final de estos eventos, para confirmar si
efectivamente existe una relacién entre la sedimentacion de material particulado
procedente del florecimiento (asociado con la mayores concentraciones de Cd) y la
concentracion de Cd en los sedimentos, tal como se observo en la columna de agua.

Por ultimo se descarta la contribucion de altas concentraciones de Cdy a la BTS por
otras fuentes, como el intercambio de aguas con el exterior de la BTS, procesos
advectivos, aguas provenientes de escorrentias, actividades portuarias y por el
transporte de barcos de carga o de cruceros. Se descarta la contribucidn por agua
aflorada en el exterior de la BTS por las siguientes razones: (1) a pesar de que los
eventos de surgencias se producen afuera de la bahia durante todo el afio, son mas
frecuentes e intensos en primavera-verano, mientras que los FAD se desarrollaron en
otofo; (2) a pesar de que el indice de surgencia en una estacion de monitoreo (33 °N
119 °W), ubicada al norte de la zona de estudio, fue alta (107 — 160 m* s 100 m™' de
linea de costa) dos semanas antes del FAD-2011 (evento que podria haber
desencadenado el florecimiento) los datos satelitales de temperatura superficial del mar
en el exterior de la bahia (NOAA-CoastWatch, 2015) no muestran cambios importantes
antes del florecimiento; (3) por otra parte, se ha reportado que una vez que el agua
aflorada entra en la BTS, hay un proceso de afejamiento que conduce a una
disminucion en las concentraciones de Cdq y PO,> debido a su asimilacién por el
fitoplancton (Delgadillo-Hinojosa et al., 2015); y (4) el estudio de Ruiz-de la Torre et al.
(2013) en la BTS durante los dias 4 — 18 del FAD-2011 reportaron temperaturas
superficiales altas (17.5 a 19 °C), que no corresponden a aguas recientemente
afloradas. Los procesos advectivos entonces parecen no tener un efecto importante, ya
que estos procesos tenderian homogenizar las parcelas de agua y, por lo tanto,
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deberian minimizar la variabilidad espacial en las concentraciones de Cdy y en las
abundancias celulares en periodos de tiempo cortos (horas a dias). Esta explicacion no
es congruente con la alta variabilidad espacial (distribucion por parches) observada en
muestras recolectadas a menos de 1 km de distancia entre ellas y en periodos de
muestreo que duraron menos de 2 h. Otras fuentes potenciales de Cdgq podrian ser
aguas advectadas desde el PE; sin embargo, las concentraciones de Cdy medidas
dentro del puerto fueron bajas (0.23 £ 0.15 nM, n = 5) cuando la abundancia de L.
polyedrum fue baja (< 10° células L™"; afios 2011, 2012, 2013). Adicionalmente, estudios
previos reportan concentraciones de Cdg dentro del puerto durante primavera (0.22 y
0.33 nM; Mendoza-Lavaniegos, 2010) similares a los valores encontrados en el
presente estudio. El aporte de Cdyq por aguas de escorrentias tampoco es una
justificacion plausible ya que en esta regién las lluvias son escasas (210.4 mm afio”,
CONAGUA, 2014), ademas de que no se presentaron lluvias antes o durante el FAD-
2011. Por otro lado, si hubo precipitacion pluvial durante el periodo en que se registro
el FAD-2012 (77.1 mm en todo el mes de diciembre; CONAGUA, 2014), pero las
concentraciones de Cdg en la BTS fueron bajas (0.123 — 0.350 nM). Por ultimo, se
puede considerar que la contribucion de metales traza por el transporte de barcos
cargueros y cruceros en la BTS no es relevante en el caso del Cd, ya que estudios
llevados a cabo en las bahias de San Diego y San Francisco (EUA, Flegal y Safudo-
Wilhelmy, 1993) muestran que la contribucién de las embarcaciones al enriquecimiento
de metales en aguas superficiales de estas dos bahias es significativa unicamente para
el caso del Cu.
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