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Resumen
El hierro disuelto (Feq) y la vitamina B12 son micronutrientes esenciales en el metabolismo

celular de eucariotas y procariotas. Intervienen en procesos como la fotosintesis y
respiracion celular. En este Gltimo proceso el Feq interviene en la cadena de transporte de
electrones y la B12 en el ciclo del &cido tricarboxilico. Estudios previos han demostrado
que las adiciones de estos micronutrientes incrementan la biomasa fitoplanctonica y
bacteriana. Sin embargo, poco se ha estudiado sobre el efecto que tienen en la actividad
metabolica, como la respiracion celular, particularmente en ambientes costeros. Este
trabajo se enfoco en generar informacion sobre el efecto de las adiciones de Feq y Bi2en
comunidades naturales microbianas de la Bahia Todos Santos (BTS), un ecosistema
ubicado en el sur del Sistema de la Corriente de California. De agosto del 2020 a abril
del 2021, se realizaron 7 experimentos de incubacion de corta duracién (oscuridad, 18°C,
14 — 38 hrs) de muestras naturales bajo 4 tratamientos (control, +500 pM de B12, +50 nM
de Feq y +Feq+B12). En cada experimento, se cuantificd la abundancia bacteriana (AB)
por microscopia de epifluorescencia y las tasas de respiracion de la comunidad (Rcom) Y
de procariotas (Rpro) utilizando optodos de oxigeno. Asi mismo, se determinaron variables
in situ como la clorofila a, temperatura e indices de surgencia costera (Bakun y BEUTI).
Se mostr6 que las respuestas a la adicién de micronutrientes de las comunidades
microbianas marinas de la BTS son dependientes de las condiciones bioldgicas in situ
(abundancia bacteriana y la clorofila). Ademas, presentaron sefiales de colimitacion N-
Feq en su metabolismo respiratorio mientras que los procariotas heterétrofos tuvieron una
mayor respuesta a la adicion de estos micronutrientes cuando se presenta limitacion por
nitrégeno en comparacion a cuando se tenia a toda la comunidad microbiana. Este estudio
demuestra la compleja dinamica microbiana por los recursos ya que se observaron
diferentes procesos como depredacion bacteriana, competencia por micronutrientes y la
interdependencia de los procariotas con otros miembros de la comunidad microbiana

marina.
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Abstract

Dissolved iron (Feq) and vitamin Bi> are essential micronutrients in the cellular
metabolism of eukaryotes and prokaryotes. They are involved in processes such as
photosynthesis and cellular respiration. In this last process, Feq is involved in the electron
transport chain and B2 in the tricarboxylic acid cycle. Previous studies have shown that
additions of these micronutrients increase phytoplankton and bacterial biomass. However,
little has been studied about the effect they have on metabolic activity, such as cellular
respiration, particularly in Bahia Todos Santos (BTS). This work focused on generating
information on the effect of Feq and B12 additions on natural microbial communities in
BTS. Seven experiments were carried out from August 2020 to April 2021 with short-
term incubations (dark, 18°C, 14 — 38 hrs) of natural samples under 4 treatments (control,
+500 pM B12, +50 nM Feq and +Feq+B12). Bacterial abundance (AB) was quantified by
epifluorescence microscopy and respiration rates of the community (Rcom) and
prokaryotes (Rpro) USing oxygen optodes. Likewise, in situ variables such as chlorophyll
a, temperature, and coastal upwelling indices (Bakun and BEUTI) were determined. It
was shown that the responses to micronutrient enhancement of the BTS marine microbial
communities are dependent on the biological conditions in situ (bacterial abundance and
chlorophyll). In addition, these communities present an N-Fed colimitation in their
respiratory metabolism, while heterotrophic prokaryotes have a better response to the
reduction of these micronutrients when nitrogen limitation occurs. This study
demonstrates the complex microbial dynamics for resources as different processes such
as bacterial predation, competition for micronutrients and the interdependence of

prokaryotes with other members of the marine microbial community are observed.
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1. Introduccion.

El hierro disuelto (Feq) y la vitamina B12 son considerados micronutrientes limitantes para
la productividad primaria marina tanto en regiones oceanicas como costeras (Barbeau,
2006; Bristow et al., 2017; Browning et al., 2018; Lauderdale et al., 2020). El Feq €s
utilizado como cofactor enzimatico en procesos metabolicos tales como la fijacion de
nitrégeno y carbono, sintesis de porfirinas, ficobiliproteinas y clorofila (Twining y
Baines, 2013). En la fotosintesis, el Feq se asocia en los fotosistemas I y Il como

componente esencial de los citocromos (Strzepek y Harrison, 2004).

La vitamina Bi» es una co-enzima utilizada en reacciones centrales del
metabolismo tales como la transmetilacion, sintesis de metionina, asi como en la
regulacion y sintesis del ADN (Monteverde et al., 2017; Rodionov et al., 2003). En la
fotosintesis, interviene mediante la sintesis de S-adenosilmetionina que son precursores
de las filoquinonas las cuales son las aceptoras de electrones (Basset et al., 2016; Sennett

y Rosenberg, 1981).

El Feq y la vitamina B12 son requeridos para la respiracion celular, la cual es un
proceso catabdlico por el cual las células obtienen energia para realizar sus funciones
(Bodyale-Juez et al., 2017; Koch et al., 2011; Safiudo-Wilhelmy et al., 2014; Tortell et
al., 1996). La respiracion celular aerobica se lleva a cabo a través de una secuencia de
reacciones redox mediante una cadena de trasporte de electrones para la oxidacion del
sustrato, en donde el oxigeno (Oo) participa como el aceptor final de electrones (Bodyale-

Juez et al., 2017; Fenchel et al., 2012). En este proceso el Feq interviene en la cadena de
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transporte de electrones (Fig. 1), siendo parte de proteinas Fe-S cuya funcion es catalizar
los pasos de oxidacion de la materia organica (Bodyale-Juez et al., 2017; Fenchel et al.,
2012). En algunas especies como Escherichia coli se ha observado que el 90% del hierro
intracelular se encuentra en la cadena respiratoria, siendo este su mayor sumidero (Tortell
et al., 1999). Por su parte, las enzimas metionina y metilmalonil CoA dependientes de la
vitamina B12 son esenciales en la respiracion celular, especialmente en el ciclo del acido
tricarboxilico (Fig. 1), donde desempefian funciones importantes en la sintesis de

aminoacidos y reabastecimiento de carbono (Safiudo-Wilhelmy et al., 2014).
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Fig. 1. Esquema general del proceso de respiracion aer6bica donde se muestra en
recuadros rojos la participacion de la vitamina B12 y en recuadros verdes la participacion
del hierro disuelto (Feq).
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Diversos autores han demostrado la importancia de la relacion entre el Feq y vitamina
B> tanto en fitoplancton como en las bacterias heterotroficas (Bertrand et al., 2007, 2011,
Browning et al., 2018; Koch et al., 2011). Sin embargo, la mayoria de los experimentos
se han llevado a cabo mediante estudios monoespecificos o en regiones de alto contenido
de nutrientes y baja clorofila HNLC (Bozzato et al., 2021; Fourquez et al., 2014, 2015;
Kirchman et al., 2003). Hasta el momento no se tienen estudios que evallen la respuesta
de las adiciones de estos micronutrientes en comunidades microbianas marinas naturales.
En consecuencia, se desconoce el efecto de las fertilizaciones naturales o antropogénicas
de Feq y vitamina B12 en el metabolismo microbiano. Por ello, en este trabajo se pretende
explicar los efectos de la adicion de Feq y vitamina Bi. sobre la respiracion y el
crecimiento celular de la comunidad microbiana de una bahia de la porcion sur del
Sistema de la Corriente de California (SCC). De igual forma, analizar si las condiciones
fisicas, quimica y biologicas registradas in situ podrian jugar un papel importante sobre

dicha respuesta metabolica.
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2. Antecedentes.
2.1 Importancia de los microorganismos en el ambiente marino.

Los microorganismos son un componente esencial del ecosistema, son altamente diversos
y tienen la capacidad para habitar diferentes ambientes (Jiao et al., 2010; Munn, 2019).
Al conjunto de microorganismos se le conoce como comunidad microbiana, la cual esta
compuestas por células tanto procariotas como eucariotas con diferentes capacidades
metabdlicas que permiten clasificarlos. Por ejemplo, con base en la fuente de carbono que
requieren, los podemos clasificar como autotrofos, ya que pueden utilizar CO2 y
transformarlo en compuestos organicos, y como heterotrofos que usan esos compuestos

organicos sintetizados por los autotrofos (Munn, 2019).

Las comunidades microbianas marinas tienen un papel importante en el ciclo del
carbono global. Son los principales protagonistas de la "bomba biolégica del carbono™, es
decir del proceso de fijacion de carbono inorganico en materia organica durante la
fotosintesis y el transporte descendente de carbono organico particulado a las
profundidades marinas (Ducklow et al., 2001; Herndl y Reinthaler, 2013). Ademas, se ha
estimado que aproximadamente la mitad de la produccion primaria neta en el océano (50
Pg de C afio?) es transformada a materia organica disuelta (MOD) por procariotas
heterotréficos (Calleja et al., 2018; Hansell y Carlson, 2014; Lalli y Parsons, 1997). La

transformacion del DOM se puede llevar a cabo a traves de diversas rutas:

1. Transformacidn a su fraccion particulada (materia organica particulada (MOP)).
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2. Transferencia a niveles troficos superiores en un circuito microbiano de bacterias-
flagelados-microzooplancton conocido como lazo microbiano (Azam et al., 1983).

3. Produccion de compuestos MOD recalcitrantes a través de la bomba microbiana
del carbono (Hansell y Carlson, 2014).

4. Remineralizacion de MOD a sus constituyentes inorganicos mediante el proceso

de respiracion celular (Hansell y Carlson, 2014; Lalli y Parsons, 1997).

Para llevar estas y otras funciones vitales, los microorganismos necesitan de nutrientes
como el nitrégeno, carbono, fosforo, entre otros (Kirchman et al., 1994; Munn et al., 2019)
pero también de micronutrientes como el Feq y la vitamina B1> (Koch et al., 2011; Safiudo-

Wilhelmy et al., 2014; Tortell et al., 1996).

2.2 Disponibilidad de Feq.

Las concentraciones de Feq en el océano estan determinadas por sus fuentes y sumideros
donde las escorrentias de rios, el transporte atmosférico, las ventilas hidrotermales, los
flujos de agua subterranea y la difusion desde los sedimentos, son las principales fuentes.
Mientras que los principales sumideros son la adsorcion a las particulas (scavenging) y la

incorporacion en el material biogénico (Libes, 2009).

El Feq se presenta en el agua de mar en dos principales estados de oxidacion: Fe?*
y Fe3* (Liu y Millero, 2002). Los productores primarios absorben preferentemente el Fe?*
(Gao et al., 2021). Sin embargo, debido a su baja solubilidad a ~pH 8 se encuentra en
concentraciones extremadamente bajas (Munn et al., 2019). Por lo que su captacion

bioldgica provoca un rapido agotamiento en las aguas superficiales (Barbeau, 2006;
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Martin y Gordon, 1988; Twining y Baines, 2013). Por lo tanto, los organismos han tenido
que desarrollar una variedad de mecanismos para hacer que estas formas de hierro estén
biodisponibles (Gao et al., 2021) que van desde la produccion de sideroforos hasta la

utilizacion de enzimas como la ferriductasa (Munn et al., 2019).

En la Bahia Todos Santos (BTS) se han reportado concentraciones promedio de
Feqde 4.0 £ 0.17 nM, con mayores concentraciones en el interior y menores en el exterior
de la bahia (Félix-Bermudez, 2018). De igual forma, Safiudo y Flegal (1991) reportaron
valores superficiales en una zona dentro de la BTS (Punta Banda) de 7.1 nM cercano a la
costay 0.32 nM a 15 km de la costa. El Gnico estudio de variabilidad temporal de Feq que
se ha realizado es el de Félix-Bermadez (2018) quien reportd valores con relativa poca
variabilidad (0.32 a 7.1 nM) debido a las condiciones anémalamente calidas del periodo
2014-2015. En otras bahias dentro del SCC, como es la bahia de Monterey, se ha reportado
estacionalidad de las concentraciones de Feg, con méaximos en invierno y primavera,
asociado a las lluvias invernales, mientras que los minimos se han registrado en verano
por el alto consumo bioldgico y el limitado aporte de las fuentes de Feq (Elrod et al.,

2008).

2.3 Disponibilidad de vitamina Bia.

La vitamina B1> se produce exclusivamente por algunos grupos de procariotas (Martens
et al., 2002; Safiudo et al., 2014), mientras que una alta proporcién de los procariotas
(64%) y eucariotas (>50%) pueden ser auxotroficos debido a la ausencia de vias

biosintéticas (Croft et al., 2006; Gomez-Consarnau et al., 2018; Helliwell et al., 2011;
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Safiudo-Wilhelmy et al., 2014). Por ello, las fuentes exdgenas de vitamina B1. al ambiente
marino son de gran importancia, ya que sin ellas el crecimiento de los organismos
auxotréficos se veria comprometido impactando directamente en el funcionamiento del

ecosistema (Safiudo-Wilhelmy et al. 2012).

En el océano las concentraciones de la vitamina B1. disuelta varian en un intervalo
de subpicomolar a picomolar (Barber-Lluch et al., 2021; Koch et al. 2013; Panzeca et al.
2009; Sanudo-Wilhelmy et al. 2012). Las bajas concentraciones de vitamina B1> juegan
un papel muy importante en la produccion y estructura de la comunidad fitoplancténica
(Glober et al., 2007), por ejemplo; favoreciendo el crecimiento de organismos auxétrofos
de vitamina Bi> como los dinoflagelados (Koch et al., 2011). No obstante, el
enriquecimiento y/o agotamiento de esta vitamina se rige por la presencia de algunas
especies de fitoplancton predominantes (Safiudo-Wilhelmy et al. 2012) asi como por la
composicion general de la comunidad microbiana o de las estrechas asociaciones entre

algas y bacterias (Barber-Lluch et al., 2021; Munn et al., 2019).

La BTS ha sido poco estudiada en cuanto a la distribucién espacial y temporal de
vitamina B12. En un estudio realizado a lo largo de la costa de Baja California se
encontraron concentraciones de vitamina B2 disuelta (Bi2q) de no detectable a 30 pM vy,
ademas, una asociacion entre la concentracion de vitaminas B y el origen de las masas de
agua (Sanudo-Wilhelmy et al., 2012). Existen dos estudios en la BTS en los cuales se
reportan concentraciones de 2 a 61 pM usando una técnica de HPLC (Panzeca et al., 2009)
y de 0.49 a 1.34 pM haciendo uso de un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas,

Ilamado ELISA (Méndez, 2021).
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2.4 Relacion del Feq y la B12 con el metabolismo celular.

La relacion entre el Feq y la vitamina Bi2 es compleja. El Feq es un micronutriente
limitante para el crecimiento bacteriano, por lo cual su disponibilidad tiene implicaciones
en las tasas de produccion de vitamina B1.. Debido a esto, cuando la disponibilidad de Fegq
es baja, la absorcion de vitamina B por las bacterias puede aumentar (Bertrand et al.
2011); mientras que, si la disponibilidad de vitamina B12 aumenta, el requerimiento de Fegq
seria mas bajo (King et al. 2011). Este hecho presenta la posibilidad de que durante un
evento de fertilizacion de Feq (ya sea natural o artificial) la produccion de vitamina B1z
pueda aumentar y la demanda de vitamina B12 bacteriana pueda disminuir, lo que da como
resultado una mayor disponibilidad de B1> para los organismos auxotrofos (Bertrand et
al. 2011). Asi, estas conexiones plantean la posibilidad de una forma de colimitacién entre
estos dos nutrientes, en la que la capacidad de absorber uno de los nutrientes puede

depender de la disponibilidad del otro nutriente (Moore et al., 2013).

Estudios previos ha demostrado experimentalmente que las adiciones combinadas
de Feq y vitamina B1. estimulan el metabolismo celular. Ejemplo de ello es el incremento
de la biomasa fitoplanctdnica (Bertrand et al., 2007; Browning et al., 2018) asi como de
la abundancia bacteriana y las tasas de crecimiento de bacterias heterotroficas y de
cianobacterias (Bertrand et al., 2011; Baltar et al., 2018; Fourquez et al., 2015; Joglar et
al., 2020; Koch et al., 2011). Igualmente, se ha documentado que la adicion de Feq y B12

genera un aumento en las tasas de respiracion de la diatomea Chaetoceros cf. simplex
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(Bozzato et al., 2021) y de bacterias heterotroficas como Alteromonas macleodii

(Fourquez et al., 2014).

Se ha descrito que en ciertas areas de la region transicional de la porcién sur del
SCC se pueden encontrar condiciones de limitacidn por Feq (Biller y Bruland, 2014; King
y Barbeau, 2011). Sin embargo, dentro de la BTS las concentraciones de Feq se encuentran
entre 0.32 a 7.1 nM (Félix-Bermudez, 2018) las cuales son mayores que en otras regiones
dentro de la influencia del SCC consideradas limitadas por este micronutriente (0.3 a 4.1
nM cercano a la costa y <0.1 nM a 0.5 alejando de la costa; Biller y Bruland, 2014).
Adicionalmente, en experimentos con muestras de agua de mar de la BTS (filtradas por
200 pm) enriquecidas con 48 y 10 nM de Feq (en otofio y primavera respectivamente), no
se encontrd6 un cambio en la concentracion de clorofila con la adicion de este
micronutriente (Félix-Bermudez, 2018). Sin embargo, hasta el momento, no se ha
abordado la respuesta metabolica que pueden tener los procariotas heterétrofos a la
adicion de Feq y/o B12, asi como en la comunidad microbiana marina, por ejemplo, sobre

la respiracion celular aerdbica.
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3. Hipotesis
Las adiciones de Feq y vitamina Bi2 en muestras naturales de la Bahia Todos Santos,
favorecen la respiracion y el crecimiento bacteriano. La magnitud de la respuesta es
dependiente de las condiciones ambientales fisicas (temperatura y condiciones de
surgencia), quimicas (concentracion in situ de Feq y Bi1) y biologicas (clorofila a y

abundancia bacteriana).
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4. Objetivo general
Evaluar experimentalmente el efecto de las adiciones de Feq y vitamina B12 sobre el
metabolismo celular de muestras naturales de procariotas heterotroficos y de la
comunidad microbiana marina de la Bahia Todos Santos bajo condiciones de surgencia

moderada.

4.1 Objetivos particulares
» Cuantificacion de las tasas respiratorias de procariotas marinos heterotréficos de
muestras naturales de la Bahia Todos Santos bajo condiciones de adicién de Feq 'y

vitamina B

» Cuantificacion de las tasas respiratorias de la comunidad microbiana marina de
muestras naturales de la Bahia Todos Santos bajo condiciones de adicién de Feqy

vitamina B1o.

* Cuantificacion de la abundancia bacteriana de muestras naturales de la Bahia

Todos Santos bajo condiciones de adicion de Feq y vitamina Bio.

» Relacion de los indices de surgencia costeros con las tasas de respiracion de la
comunidad microbiana marina y de procariotas marinos heterotréficos, asi como
con la abundancia bacteriana de muestras naturales de la Bahia Todos Santos bajo

condiciones de adicion de Feq y vitamina B1»
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5. Justificacion

Varios estudios han mostrado que la adicién de Feq y vitamina Bi» favorece el
incremento de la abundancia bacteriana (Baltar et al., 2018; Bertrand et al., 2011; Joglar
et al., 2020; Kirchman et al., 2000) y el metabolismo respiratorio (Bozzato et al., 2021;
Fourquez et al., 2012, 2014; Kirchman et al., 2003). La mayoria de los estudios se han
realizado en regiones HNLC o0 zonas oceanicas, mientras que los experimentos de
respiracion se centran en la respuesta a la adicion de Feq en Alteromonas macleodii, Vibrio
harveyi y Chaetoceros cf. simplex. Sin embargo, se requiere informacién de la respuesta
a la adicion de estos micronutrientes en las comunidades microbianas de regiones
costeras. Estas regiones son altamente dinamicas, diversas y su productividad es
fundamental para el desarrollo de actividades econdmicas en el sistema marino. En este
trabajo se evalud el efecto de las adiciones de Feq y vitamina Biz en el crecimiento y tasas

respiratorias de procariotas heterotroficos y comunidades microbianas marinas de la BTS.
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6. Metodologia

6.1 Area de estudio

La BTS se encuentra ubicada en la costa oeste de Baja California y esta directamente
conectada con el océano Pacifico por medio de dos entradas, una que se encuentra al norte,
entre San Miguel y las islas Todos Santos, y otra al sur, entre Punta Banda y las islas
(Mateos et al., 2009). Tiene un area aproximada de 180 km?y una profundidad promedio
de 50 m con un maximo de 400 m en el cafion submarino, ubicado entre Punta Banda y
la Isla Todos Santos (Mateos et al., 2009). El clima de la regién es seco de tipo

mediterraneo con lluvias en los meses de noviembre a abril (Pavia y Graef, 2002).

Esta bahia se encuentra al sur del SCC, el cual se distingue por la presencia de la
Corriente de California, un flujo de agua hacia el sur que recorre la costa oeste de
norteamerica y que transporta aguas frias, de baja salinidad y con alto contenido de
oxigeno (Durazo, 2015). EI SCC se considera uno de los ecosistemas mas productivos del
mundo, debido a las condiciones de surgencia gque traen consigo un transporte activo de
nutrientes (Cepeda-Morales et al., 2017). Las surgencias mas intensas se presentan en
épocas de primavera, mientras que en verano hay un debilitamiento de los vientos
favorables para las surgencias (Cepeda-Morales et al., 2017). Este fendmeno tiene
impacto importante sobre los procesos biolégicos y la composicion quimica de la bahia.
Por ejemplo, Delgadillo-Hinojosa et al. (2015) reportaron que las concentraciones de
clorofila a (Chla) y la relacion Cd/POs presentaron valores altos en primavera y bajos en

otofio e invierno, lo cual fue atribuido a su estrecha relacion con las surgencias.
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Predominan los vientos del noroeste con una intensidad promedio de 4 m/s,
presentando mayor variabilidad en su direccion en los meses de otofio e invierno (Castro
y Martinez, 2010). Durante los meses de octubre a marzo se tiene la presencia de vientos
Santa Ana, con intensidades de hasta 80 km/h. Dichos vientos son de especial importancia
debido a que modifican el campo de corrientes superficiales y ademas favorecen la
aportacion de polvos al mar (Navarro-Olache et al., 2021), lo cual puede tener especial
importancia en los niveles superficiales de Feq en el sur del SCC (Félix-Bermudez et al.,

2017).

La circulacion de la BTS se encuentra caracterizada por la presencia de remolinos
ciclonicos y anticiclonicos formados por la geometria en forma de U de la bahia y el
desprendimiento de las corrientes en las salientes (Mateos, 2009). La presencia de
remolinos promueve un mayor tiempo de residencia de agua en el interior de la BTS
(Mateos et al., 2009) ocasionando que se comporte como un sistema retentivo
caracterizado por una diferencia de temperatura de hasta 3°C con respecto a la zona

adyacente a la bahia durante la primavera y el verano (Delgadillo-Hinojosa et al., 2015).

6.2 Estacion de muestreo y recolecta de agua de mar.

Se colectd agua de mar en una estacion ubicada en el interior de la BTS durante siete
campanfas oceanograficas en los meses de agosto a noviembre del 2020 y febrero a abril
del 2021. La estacion de muestreo fue ubicada en las coordenadas 31° 49.31'N y
116°44.36" O (Fig. 2) a una profundidad de 20 metros. La colecta se realiz utilizando
una botella Niskin mientras que para las muestras de Feq se llevo a cabo con una botella

Niskin-X. Todas las muestras se mantuvieron en frio hasta su llegada al laboratorio.
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Fig. 2. Mapa de ubicacion. El punto rojo hace referencia a la estacion en la cual se realizo la
colecta de muestras que se encuentra en las coordenadas 31° 49.31'N y 116°44.36" O.
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6.3 Cuantificacion de la respiracion de procariotas heterotroficos y de la

comunidad microbiana.

Para cuantificar las tasas de respiracion de procariotas heterotroficos y de la
comunidad microbiana, asi como el efecto de las adiciones de Feq y vitamina B2, se
realizaron incubaciones en oscuridad con temperatura controlada (18.2 + 0.34°C). La
cuantificacion de la respiracion de procariotas heterotroficos requirié que las muestras se
filtraran con filtros de fibra de vidrio GF/F (tamafio nominal de poro: 0.7 um) mientras
que la de la comunidad microbiana se incubo sin filtrar. Las incubaciones se realizaron
en botellas DBO de 120 mL, las cuales se esterilizaron previamente con perdxido de
hidrégeno al 2% por 24 horas. El disefio experimental considero 4 diferentes tratamientos
(los cuales se realizaron por triplicado), incluyendo un control (muestra natural), la
adicion de Feq 0 vitamina B2y la adicion de Feq mas vitamina B2 (Tabla I). La adicion
de los diferentes tratamientos se llevd a cabo en campo estéril para evitar su
contaminacion, y se dejo que se alcanzara el equilibrio térmico. Se tomaron mediciones
de oxigeno cada hora (minimo de 12 horas) empleando una técnica de optodos y haciendo
uso del equipo PreSens Fixbox 4 trace. El instrumento esta equipado con un polimero de
fibra Optica y posee parches sensibles al oxigeno (SP-PSt6-NAU, PreSens, Germany)
instalados al interior de las botellas BOD. El limite de deteccién del método es de 15 ppb

de oxigeno disuelto.

Para calcular las tasas de respiracion celular se realizo un grafico de dispersion
donde el eje X represento el tiempo y el eje Y la concentracion de Oz en la muestra,

generando una curva. Se tomo la parte lineal de dicha curva, es decir, donde el Oz de la
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muestra comenzé a decrementar linealmente y se calcul6 la pendiente de la recta, la cual
representa la tasa de consumo de oxigeno. Asi mismo, se consideré como el tiempo de

inicio del del metabolismo, a la primera lectura que correspondié al inicio de la linea recta.

Tabla I. Se aplicaron 4 diferentes tratamientos que consisten en tratamiento control (sin
adicion de nutrientes), tratamiento con Feq (+Feq), tratamiento con vitamina B12 (+B12) y
tratamiento compuesto de Feq y vitamina B12 (+Feq+B12) en los meses de agosto a
noviembre del 2020 y febrero a abril del 2021 en muestras naturales de la Bahia de

Todos Santos (BTS).
Mes Tratamiento Nutrie_nte Concentracion Adicion® Conc_entracién
Incluido natural* final*
Control - - - -
B2 B2 1.31 74x10° 74x10°
Agosto
Fedt+Bi2 FeCls 1.76 10.25 12.01
B2 1.31 74x10° 74x10°
Control -
B12 B12 0.94 74x10° 74x103
Septiembre Feq FeCls 6.41 10.25 16.66
Feq+B12 FeCls 6.41 10.25 16.66
B2 0.94 74x10° 74x10°
Control -
B2 B2 1.24 500 501.24
Octubre Feq FeCls 2.69 50 52.69
Feq+B12 FeCls 2.69 50 52.69
B2 1.24 500 501.24
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Control -

B2 B2 2.08 500 502.08
Noviembre Feq FeCls 2.66 50 52.66
Feq+Bi2 FeCls 2.66 50 52.66
Bi2 2.08 500 502.08
Control -
B2 B2 500
Febrero Feq FeCls 2.30 50 52.30
Fedt+Bi2 FeCls 2.30 50 52.30
Bi2 500
Control -
B2 B2 500
Marzo Feq FeCls 1.18 50 51.18
Feq+B12 FeCls 1.18 50 51.18
Bi2 500
Control -
B2 B2 500
Abril Feq FeCls 1.69 50 51.69
Feq+Bi12 FeCls 1.69 50 51.69
B2 500

*Las concentraciones expresadas en esta tabla se encuentran en unidades de pM para la B1o y

nM para el FeCls.
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6.4 Abundancia bacteriana y eficiencia de crecimiento bacteriana

Se colectaron muestras (10 mL) al inicio y término de todas las incubaciones, las cuales
fueron preservadas con una concentracion final del 2% de formaldehido y almacenadas a
5°C. Para cuantificar los procariotas presentes en las incubaciones de la comunidad se

filtraron las muestras (con un filtro GF/F) antes de ser preservadas.

En la muestra colectada en el mes de abril del 2021 se evalu0 el crecimiento celular
bacteriano para todos los tratamientos mediante la cuantificacion de la abundancia

bacteriana de manera continua, durante un intervalo de tiempo de 23.6 horas.

El andlisis de la abundancia bacteriana se realiz6 mediante la metodologia
propuesta por Porter y Feig (1980), este método de microscopia de epifluorescencia utiliza
como colorante fluorescente el 4-6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI). Para la cuantificacion
se tomé 1 mL de muestra y se agregd 10 uL de DAPI incubando por 10 minutos en
oscuridad, enseguida se filtré con un filtro de policarbonato negro con un tamafio de poro
de 0.2 um. Posteriormente, el filtro fue montado en un portaobjetos y se agregd una gota
de aceite de inmersion teniendo cuidado de evitar burbujas de aire al momento de colocar
el cubreobjetos. Para su lectura se utilizé un microscopio de epifluorescencia Carl Zeiss
equipado con un objetivo de 100 x y una lampara de mercurio (Zeiss mbqg 52 ac). Se
contaron aproximadamente 30 campos al azar hasta llegar a un total de 300 células y se

empleo la siguiente formula para calcular la abundancia bacteriana:

(PCM % F)

CelmL™t =
elm 7
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Donde:

PCM = el promedio de células por campo en la muestra.

F = coeficiente entre el area superficial del filtro y el area de la cuadricula de conteo.

V= volumen de muestra filtrado.

Con la finalidad de calcular la cantidad de carbono demandado para la produccion
bacteriana se estimo la eficiencia de crecimiento bacteriana (BGE) utilizando la ecuacion
propuesta por Dolan, 2018 considerando un factor de conversion de 20 fgC Cel (Bell,
2018):

BGE = P8
~ PB +Rpro

Donde:

PB=produccion bacteriana (tasa de crecimiento celular por la biomasa bacteriana)

Rpro=tasa de respiracion procariota

6.5 Cuantificacion de clorofila a

Para evaluar la biomasa fitoplanctdnica se utiliz6 como proxy la clorofila a. En cada uno
de los meses de experimentacion se filtré aproximadamente 1 litro de muestra de agua de
mar. Para determinar la biomasa de células > 0.7 um la filtracion se realizé con ayuda de
un filtro GF/F, mientras que, para células > 5 um se utilizaron filtros de membrana de
policarbonato. Los filtros se almacenaron en un portafiltros a -20°C en oscuridad hasta su
analisis. Posteriormente, los pigmentos fotosintéticos de los filtros fueron extraidos con
acetona al 90% por 24 horas manteniéndolos en fresco y total oscuridad y se cuantifico

con un espectrofotometro Cary-50 UV-visible. Las células >0.7 pum corresponden a la
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biomasa total de fitoplancton y las >5 um a las células grandes. La diferencia entre ambas

representa las células pequefias que estan entre 0.7 y 5 um.

6.6 Analisis de Feq

En la recolecta y analisis de Feq se utilizaron materiales de polietileno de baja densidad
y teflon para prevenir cualquier problema de contaminacion de los recipientes
contenedores. Estos materiales pasaron por un proceso de limpieza riguroso que consiste
en lavar y mantener con jabon Micro-90® al 3% durante una semana. Al término de ese
periodo se colocd en un contenedor con HCI grado reactivo al 1.2 M, donde permanecié
por un mes. Es importante mencionar que entre cada paso se realizé enjuagues con agua
destilada y/o desionizada (18.2 MQ-cm) y al final se dejo secar en una campana de flujo

laminar.

Con el objetivo de obtener la fraccion disuelta, las muestras de agua de mar fueron
filtradas a través de filtros de policarbonato Nuclepore con un didmetro de 47 mm y un
tamafo de poro de 0.45 um, mediante un sistema de filtrado compuesto por conos de
polisulfona y una bomba de vacio. El agua de mar filtrada se almacené en botellas de

polietileno de baja densidad y fue acidificada a un pH < 2 con HNO3 ultrex.

Los analisis de Feq se llevaron a cabo empleando una modificacion a la metodologia
de extraccion organica (Bruland et al., 1979, Félix-Bermudez et al., 2020). Se utilizaron
los quelantes organicos APDC y DDDC, embudos de teflon y todo el procedimiento se
Ilevd a cabo bajo condiciones de atmosfera positiva en una campana de flujo laminar

clase-100. Se colocaron aproximadamente 250 g de la muestra de agua de mar en un
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embudo de separacion; con HNOs ultrex concentrado se llevd a un pH de
aproximadamente 4 - 4.5 y acetato de amonio grado ultrex como amortiguador para
mantener fijo el valor de pH. Se agregé 1 mL de una solucion de APDC/DDDC al 1%
como agente quelante. Después se realizé una doble extraccion del complejo organico en
cloroformo grado HPLC. Finalmente, se realizo la retro-extraccion del metal, adicionando
100 pL de HNOs Ultrex y 3 mL de agua desionizada al cloroformo recuperado
anteriormente  (Félix-Bermudez, 2018). Los extractos se analizaron en un
espectrofotometro de absorcion atdbmica con horno de grafito (Agilent Spectra AA 880Z)
con correccion de fondo zeeman. La cuantificacidn de Fe se realizd empleando el método
de adicién de estandares para eliminar las interferencias de la matriz. La exactitud y
precision se evalué haciendo uso de un material de referencia NASS-7 y se obtuvo un

porcentaje de recuperacion del 99.7% + 2.1%.

6.6 Indices de surgencia costera

Los indices de surgencia costera Bakun y el indice de transporte biolégicamente efectivo
(BEUTI; por sus siglas en ingles “Biologically Effective Upwelling Transport Index’)
fueron obtenidos del Pacific Fisheries Environmental Laboratory

(https://oceanview.pfeg.noaa.gov). Se promediaron los datos de las latitudes 30 y 33° N

debido a que nuestra estacion de estudio se encuentra en la latitud de 31.5° N. Los indices
reportados en este trabajo corresponden al promedio de tres dias (el dia de muestreo mas

dos dias anteriores).
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6.7 Analisis estadistico

Se realiz6 un disefio factorial 22 con el cual estudiamos el efecto de dos factores (Feq y
B12) considerando dos niveles (con adicion y sin adicion). Posteriormente, se realiz6 un
andlisis de varianza (ANOVA) con la finalidad de comprobar que los efectos de la adicion
de Feq y vitamina B> contribuyen a explicar el comportamiento de la respiracion y la
abundancia bacteriana. Todo el analisis estadistico se realiz6 mediante el programa

Statgraphics Centurion XVI.1
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7. Resultados

7.1 Condiciones ambientales in situ de abundancia bacteriana,
indices de surgencia costera y Feq.

Las condiciones in situ de abundancia bacteriana, indices de surgencia costera (Bakun y
BEUTI) asi como las concentraciones de Feq en los muestreos realizados en el periodo de
agosto del 2020 a abril del 2021 variaron temporalmente (Tabla 11 y II1). El indice de
surgencia de Bakun fluctud entre 17.83 y 163.50 m® s por 100 m de costa, mientras que
el BEUTI present6 valores de -0.05 a 5.86 mmol m™ s™*. Como se observa en la Fig. 3A
en ambos indices de surgencia los valores mas altos se encontraron en marzo del 2021 y

los més bajos en noviembre del 2020.

La abundancia bacteriana in situ fue de 1.18x10*a 2.63x10° cel mL? (1.10x10°,
en promedio) con los valores mas altos en agosto del 2020 y los menores en noviembre
del 2020, respectivamente. Por su parte la concentracién promedio de Feq durante los
meses de estudio fue de 2.67+1.61 nM, donde las concentraciones mas bajas fueron 1.18
y 1.69 nM (en marzo y abril del 2021, respectivamente), mientras que los valores més
altos fueron registrados en el mes de septiembre del 2020 (6.41 nM) y octubre del 2020

(2.69 nM).

En cuanto a la respiracién celular esta fue dividida en dos: respiracién procariota
(Rpro) Yy respiracion de la comunidad microbiana (Reom). La Rpro (Fig. 4A) present6 un
intervalo de 0.16 a 1.49 pM O h't con un promedio de 0.74+0.48 uM O h*! con valores

maximos en septiembre del 2020 y minimos en noviembre del 2020. Asi mismo, la Rcom
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(Fig. 4B) fue de 0.30 a 1.64 uM O h con un promedio de 0.73+0.47 uM O h'! siendo

mayores en febrero del 2021 y menores en octubre del 2020.

Tabla Il. Variables fisicas y quimicas in situ durante la colecta de agua para los
experimentos de adicidn con Feq y vitamina B12 disuelta (B12qd) en la BTS en el periodo
de agosto del 2020 a abril del 2021

Fecha de muestreo Indice de BEUTI Temperatura  Bixd Feq
Bakun (°C mh)y** (pM)*  (nM)
(mmol ms?t)
(m3s1100 m?)

24 de agosto del 30.50 0.04 17.9 131 176
24de septimbre 7117 0.50 15.4 094 641
22 de ()Z%t;(;)re del 65.67 0.64 16.2 124 269
18 dger;oz‘g%“bre 17.83 -0.05 155 208 266
11 de fzeé)zrfro del 85.33 1.06 13.9 2.30
24 de gg)g;zo del 16350 5.86 12.9 1.18

30 dezgk;;il del 121.50 203 13.2 1.69

**Datos de temperatura integrados en 20 metros de profundidad.

*Datos de Biaq reportados por Méndez-Gonzalez (2021).
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Tabla I11. Variables biologicas in situ de los experimentos de adicion de Feq y vitamina
B> disuelta (B12g) en la BTS en el periodo de agosto del 2020 a abril del 2021.

Fecha de muestreo

24 de agosto del
2020

24 de septiembre
del 2020

22 de octubre del
2020

18 de noviembre
del 2020

11 de febrero del
2021

24 de marzo del
2021

30 de abril del
2021

Clorofila
total
(mg-m=)

5.67

3.1

3.09

2.08

1.6

1.61

Clorofila
0.7-5 pm
(mg-m3)

2.81

2.35

191

1.58

0.47

0.94

Clorofila Abundancia

>5.0 um Bacteriana
(mg-m™) (cel mL™Y)
2.86 2.63x10°
0.75 8.39x10*
- 1.30x10°
1.18 1.18x10*
0.5 9.60x10*
1.13 1.20x10°
0.67 6.81x10*
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7.2 Respuesta de la respiracion celular de la comunidad microbianay
procariotas heterotrofos a la adicion de Feq y B1o.

Se promediaron las tasas de respiracion de todos los experimentos por tratamientos para
ambos grupos: procariotas y comunidad microbiana. En incubaciones de procariotas se
encontrd un maximo de respiracion con los tratamientos +Feq+B12y +B12(0.78 £ 0.66 pM
02 h'Y) y minimos con +Feq (0.48 *+ 0.34 pM Oz h™). Por su parte, la comunidad
microbiana se caracterizo por presentar las mayores tasas de respiracion con el tratamiento
+Feq (0.96 *+ 0.43 pM Oz h?) asi como las menores cuando no se adicionaron

micronutrientes (0.73 + 0.47 uM O, hY).

La respiracion de procariotas (Rpro) Se vio favorecida con el enriquecimiento de
Feq y B1z, incrementando significativamente en algunos tratamientos y ciertos meses. Por
ejemplo, como se observa en la Fig. 5A, la adicion de B2 estimul6 el aumento de la Rpro
hasta 4.6 y 1.5 veces en los meses de noviembre y abril, respectivamente. Asi mismo, el
enriquecimiento con Feq favorecio el consumo de oxigeno en noviembre incrementando
la Rpro 1.9 veces. Al afiadir en conjunto Feq y Bi2 se observé un aumento de la Rpro €n
septiembre, noviembre y abril el cual fue de hasta 2.0 veces. No se observd un efecto
sobre la Rpro con los tratamientos +B12 en septiembre, +B12 y +Feq+B12 en octubre y +Feq
en abril. En cambio, los tratamientos +B12 y +Feq+B12 en agosto y marzo, asi como el
+Feq en octubre y marzo disminuyeron el consumo de oxigeno hasta 1.7 veces, donde el

mayor cambio se presentd con el tratamiento +Feq+B12 en agosto.

En la Fig. 5B se observa que la respiracion de la comunidad microbiana (Rcom) se

caracterizO por presentar una respuesta positiva a las adiciones de Feq y B2 en

41



comparacion a los cambios observados sobre la Rpo. La Rcom incremento
significativamente al afiadir B1> en marzo y abril (1.8 y 2.1 veces, respectivamente), asi
como con la adicion de Feq en octubre y marzo (4.2 y 2.5 veces, respectivamente). La
adicién conjunta de los dos micronutrientes estimul6 el Reom en septiembre, octubre,
marzo y abril alcanzando un incremento de 1.5 veces. Por el contrario, en febrero al
enriquecer con Bi2 la Reom disminuy6 1.3 veces. No obstante, los tratamientos +B12 de
agosto a noviembre, +Feq en noviembre, febrero y abril, asi como +Feq+B12 en agosto,

noviembre y febrero no tuvieron ningun efecto sobre la Reom.

Tabla I'V. Resumen de la respuesta temporal de la respiracion celular en ambos tipos de
incubacion (procariotas heterotréficos y comunidad microbiana) con las adiciones de

Feqy B2

Mes/Tratamiento *+B1 +Feq +Feq+B1,

Pro Com Pro Com Pro Com
Agosto 2020 - = N/A N/A = =
Septiembre 2020 = = N/A N/A + +
Octubre 2020 - = - + = +
Noviembre 2020 + = + = + =
Febrero 2021 = - = = = =
Marzo 2021 - + - + = +
Abril 2021 + + S = + +

Pro: procariotas heteroétrofos.

Com: comunidad microbiana.

=: Nno se encontro respuesta con las adiciones de micronutrientes.
+: aumento con las adiciones de micronutrientes.

-: disminucion con las adiciones de micronutrientes.
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Fig. 5. Tasas de respiracion celular de (A) procariotas heterétrofos y de la (B) comunidad
microbiana bajo tres diferentes tratamientos de adicion de Feq y vitamina B2 en la BTS durante

el periodo de agosto del 2020 a abril 2021.
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7.3 Tiempo de inicio de la respiracion de la comunidad microbiana y
procariotas heterotrofos con la adicion de Feq y Bio.

El tiempo en el cual se comenzo a observar la disminucion en la concentracion de oxigeno
(tiempo de inicio de la respiracion), fue de 1.6 a 38.9 horas para procariotas y de 1 a 38.6
horas para la comunidad microbiana (Fig. 6). En incubaciones de procariotas (Fig. 6A) la
adicion de B12 en agosto, septiembre y febrero acelero el tiempo de activacion de las tasas
respiratorias hasta en 1.6 veces. Lo mismo ocurrio con los tratamientos +Feq en noviembre
con 1.3 veces y +Feq+B12 en agosto, septiembre, noviembre y febrero con un decremento
en el tiempo de activacién de 1.5 veces. Por el contrario, al enriquecer con Feq en octubre
y abril, el tiempo en el que comenzaron a respirar los procariotas aumentd hasta en 3.5
veces. Por otra parte, los tratamientos +B12 en octubre, noviembre, marzo y abril, +Feq en
febrero y marzo, asi como +Feq+B12 en octubre, marzo y abril, no tuvieron un efecto en

dicha variable medida.

En cuanto a la comunidad microbiana (Fig. 6B), la adicion conjunta de B12 y Feq
en los meses de septiembre y octubre disminuyé el tiempo de activacion de las tasas
respiratorias de la comunidad microbiana hasta en 1.3 veces. Sin embargo, todos los
tratamientos enriquecidos con micronutrientes en febrero incrementaron el tiempo de
activacion siendo hasta 1.9 veces mas altos. Ademas, el tratamiento +B12 y +Feq no
tuvieron un efecto en esta variable en todos los meses con excepcion de febrero al igual

que +Feq+B12 en noviembre, marzo y abril.
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7.4 Cambios en la abundancia bacteriana en incubaciones de
comunidades microbianas y procariotas heterotréficos con la adicion de
Feqy Bu.

Promediando las abundancias bacterianas de incubaciones de procariotas (ABpro) Se
observaron los valores maximos al adicionar el conjunto de Feq y B12 (1.1 + 0.3x10° cel
mL7) y las menores con el control (8.3 + 3.8x10* cel mL™). De igual forma, el maximo
de la abundancia bacteriana en incubaciones de la comunidad microbiana (ABcom)
correspondio al tratamiento +Feq+B12 (9.4 + 2.6x10* cel mL™) y el minimo al control (6.2

+ 3.1x10% cel mL™).

La respuesta de la ABpro a la adicion de Feq y Bi2 fue variable entre los meses y
tratamientos. En la Fig. 7A se observa que la abundancia bacteriana se increment6 en
noviembre y febrero en todos los tratamientos: +B1, +Feq, +B1o+Feq. Los mayores
incrementos se observaron con la adicién de Feq en noviembre incrementando en 2.9
veces y en febrero con la adicion combinada de Feq y B12 aumentando 2.2 veces. Asi
mismo la adicién de B12 en marzo increment6 esta variable en 1.5 veces al igual que el
tratamiento +Feq+B12 en abril con 1.3 veces. Por el contrario, en abril los tratamientos
+Feq y +B12 ocasionan una disminucion de la AByro la cual llego a ser de 1.7 veces menor.
Asi mismo en los meses de octubre con todos los tratamientos que contenian
micronutrientes como en marzo con los tratamientos que contenian Feq solo 0 en conjunto

con la B12 no se present6 un cambio sobre la ABpro.

Por su parte, la adicion de Feq solo 0 en conjunto con B1. fue el que tuvo un mayor

efecto sobre la ABcom (Fig. 7B). En noviembre y febrero se presentdé un aumento en la
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ABcom en todos los tratamientos que contenian micronutrientes con incrementos maximos
de 2.7 veces en noviembre con la adicion de Feq y 2.6 veces con el tratamiento +Feq+B12
en febrero. Asi mismo, en marzo la adicion de B1> y Feq+B12 aumento 1.9 veces y 2.0
veces la ABcom respectivamente, mientras que en abril el tratamiento Feq incrementé 1.5
veces el nimero de células bacterianas. Sin embargo, en el mes de octubre la adicion de
micronutrientes no tuvo un efecto sobre la ABcom al igual que el enriquecimiento con Feq
en marzo y los tratamientos +B1. y +Feq+Bi12 en abril.

Tabla V. Resumen de la respuesta temporal de la abundancia bacteriana en ambos tipos

de incubacion (procariotas heterotréficos y comunidad microbiana) con las adiciones de
Feqy Bia.

Mes/Tratamiento Bz +Feq +Feq+B1,
Pro Com Pro Com Pro Com
Octubre 2020 = = = = = =
Noviembre2020 | *+ + + + + +
Febrero 2021 + + + + + +
Marzo 2021 + + = = = +
Abril 2021 - = - + + -

Abreviaturas:

Pro: procariotas heterotrofos.

Com: comunidad microbiana.

=: no se encontro respuesta con las adiciones de micronutrientes.
+: aumento con las adiciones de micronutrientes.

-: disminucion con las adiciones de micronutrientes.
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7.5 Cambio de la abundancia bacteriana a lo largo del tiempo en
incubaciones de comunidades microbianas y procariotas heterotroficos
con la adicion de Feq y vitamina Buo.

La ABpro incrementd en las primeras 19 horas a partir de las cuales comenzd un
decremento hacia las 23:30 horas. Como se muestra en la Fig. 8A los tratamientos a los
que se adiciond Feq fueron los que tuvieron un mayor incremento dentro de las primeras
19 horas (incrementos mayores a 5 veces), mientras que el control fue el que presento el
menor incremento dentro de este intervalo de tiempo (3 veces). Después de las 19:30
horas la ABpro disminuyd, lo cual al igual que con los incrementos fue mas pronunciado

en los tratamientos enriquecidos con Feqy (hasta 4 veces).

Al tener toda la comunidad microbiana el comportamiento de la abundancia
bacteriana en las 23:30 horas de incubacién present6 una tendencia opuesta a la de las
incubaciones de solo procariotas (Fig. 8B). En las primeras 8:30 horas la ABcom
decremento principalmente con la adicion de vitamina B12 (4.5 veces). Posterior a ello, se
tuvo un aumento considerablemente en especial en los tratamientos +B12 y +Feq (mayor
a 7.5 veces), mientras que los cambios menores se observaron con el control y el

tratamiento +Feq+B12 (3.3 veces).
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8. Discusion
8.1 Variables metabdlicas in situ en la Bahia de Todos Santos.

Dentro de la BTS, la abundancia bacteriana presenta concentraciones bajas en
comparacion con las regiones norte e intermedia del SCC (Tabla VI). La concentracién
de células bacterianas fue en promedio 1.1x10° cel mL™* con un intervalo de 1.2x10*a
2.6x10° cel mL* con minimos en noviembre y maximos en marzo. En comparacion, en la
region norte del SCC se han reportado valores de 0.7 a 1.0x10° cel mL™ (Culley et al.,
2002) y en la region intermedia de 0.1 a 1.2 x10° cel mL* (Sher et al., 2005; Ward, 2005).
Mientras que, en la region sur, de la cual forma parte la BTS, se reporta una concentracion
de 7.8 x10° cel mL™ (Haskpiel-Segura et al., 2017). Debido a esto, se sugiere que dentro
de la BTS hay un decremento de la abundancia bacteriana con respecto a las regiones

norte e intermedia del SCC.

La clorofila dentro del SCC tiende a disminuir hacia el sur (Espinosa-Carredn et
al., 2012; Gaxiola-Castro et al., 2015). Las mayores concentraciones de clorofila
coincidieron con las mayores abundancias bacterianas (Tabla. 111). Aunado a esto se
encontrdé una relacion lineal positiva (p<0.05, n=7) entre la abundancia bacteriana y la
clorofila (tamafio del poro del filtro >5 um). La clorofila se considera un indicador de la
biomasa fitoplanctonica y la produccion de carbono organico disuelto (Yang et al., 2019),
el cual estimula el crecimiento bacteriano (Kuznar et al., 2009). Nuestros resultados
sugieren que la abundancia bacteriana en BTS es estimulada por la produccién de sustrato

organico, proveniente de otros organismos de la comunidad microbiana.
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Tabla V1. Cuadro comparativo de los valores reportados de abundancia bacteriana por
diversos estudios en las diferentes regiones del Sistema de la Corriente de California

(SCC).

Localidad

Abundancia Bacteriana
(x10° cel mL™1)

Referencia

Region Norte del SCC

Frente a la costa de Oregon

0.7-1.0

Culley et al., 2002

Region Intermedia del SCC

Zona adyancente a la bahia de 0.1-0.9 Sher et al.. 2005
Monterey
Bahia Monterey 0.4-1.2 Ward, 2005

Region Sur del SCC

Estaciones
Ensenada Haskpiel-Segura et
Micmar 0.5-1.86 al., 2017
Antares
Bahia de Todos Santos 0.01-0.3 Este estudio
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Las tasas respiratorias in situ de procariotas medidas en nuestro estudio fueron
superiores a los reportadas fuera de la bahia por otros autores (Fig. 9). Los valores de Rpro
se encontraron en un intervalo de 0.2 a 1.5 pM O, h' y para la estacion Flucar (30 m de
profundidad), la cual se encuentra en la porcién sur del SCCy es aledafia a la BTS, fueron
de ~0.14 pM O2 h'* (Villegas-Mendoza et al., 2017). Nuestros datos se encontraron
influenciados por la presencia de un sistema retentivo que aumenta la actividad bioldgica
de autotrofos (Delgadillo-Hinojosa et al., 2015; Vander-Woude et al., 2006). En un
estudio realizado en Washington y Oregdn se encontro que la respiracion integrada de la
columna de agua se relaciona con los tiempos de residencia, siendo mayores en
localidades con circulacion retentiva (Siedlecki et al., 2015). Por lo cual, el sistema
retentivo de la BTS puede favorecer la disponibilidad sustrato organico para los

heterétrofos incrementando las tasas respiratorias.

Otro aspecto documentado del sistema retentivo en BTS es el incremento en la
concentracion de Feq con respecto a la zona adyacente (Félix-Bermuadez, 2018). La
constante media de saturacion (Ks) de Feq varia para cada organismo. Shafiee et al. (2019)
mostraron que las bacterias heterotréficas tienen un Ks superior a ciertas especies de
eucariotas como E. huxleyi y T. oceanica e inferior a otras como T. pseudonana. Esto
implica que los cambios en las concentraciones de Feq pueden afectar de manera
diferencial el metabolismo celular de cada miembro de la comunidad microbiana. En
relacion con lo anterior, se observo que las contribuciones de la Rpro a la respiracion total

(Tabla VII; 41 al 193%) son mayores que las registradas fuera de la bahia (26 al 70%;
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Villegas-Mendoza et al., 2017). Debido a esto se sugiere que el sistema retentivo
caracteristico de la BTS intensifica el metabolismo respiratorio de los procariotas.
Tabla V1I. Porcentaje de contribucion de la respiracion procariota (Rpro) a la respiracion

comunitaria (Rcom) en los meses de agosto a noviembre del 2020 y febrero a abril del
2021 en muestras naturales de la Bahia de Todos Santos (BTS).

Mes +Control  +Br +Fed  +Feqt+B12

Agosto 93.2 70.1 50.8
Septiembre  164.1 165.9 195.7
Octubre 129.1 1141 19.5 98.7
Noviembre 40.7 170.3 81.6 80.9
Febrero 73.1 93.0 68.6 77.1
Marzo 192.9 78.6 50.2 109.8
Abril 58.7 41.7 45.7 48.5

De acuerdo con la Fig. 10, la Rcom fue menor a estaciones aledafias costeras
(Flucar) y mayor a oceanicas (MicMar). La Rcom Se encontré en un intervalo de 0.3 £ 1.6
UM O, ht. Por su parte en la estacion oceanica MicMar se reportaron valores de 0.1 +
0.06 UM O h't (Hakspiel-Segura et al., 2017) y para la costera Flucar de 0.09 a 0.90 uM
0, ht (Villegas-Mendoza et al., 2017). Dichas diferencias pueden ser consecuencia de la
disponibilidad de sustrato organico, como es el carbono organico, el cual es considerado
uno de los principales moduladores de la respiracién celular (Robinson, 2019). Hakspiel-
Seguracet al., 2017 reportaron mayores cantidades de carbono organico total en estaciones

costeras en comparacién con las oceanicas. Con lo cual se sugiere que las tasas
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respiratorias de la comunidad microbiana estan principalmente influenciadas por la

cantidad de sustrato presente.

A diferencia de la Rpro la Reom nNo se favorecid por el sistema retentivo
caracteristico de la BTS. La Rpro fue 5.3 veces mayor que la estacion costera aledafia
Flucar, mientras que la Reom fue 1.2 veces menor. La discrepancia entre las respuestas
puede deberse a las ventajas competitivas de cada grupo microbiano. Se ha reportado para
regiones limitadas por nitrégeno que los procariotas son mejores adquiriendo nutrientes
que el fitoplancton (Jogglar et al., 2020). Dentro de la BTS se ha reportado que existe
empobrecimiento de nitrégeno (Delgadillo-Hinojosa et al., 2020; Félix-Bermudez, 2018),
lo cual les confiere una ventaja competitiva a los procariotas. Asi mismo, las respuestas a
los enriquecimientos con Feq son mayormente favorecidas bajo condiciones sin limitacion
de sustrato (Fourquez et al., 2015). Debido a esto en un sistema donde se tiene limitacién
por nitrégeno y suficiente carbono organico disuelto, la Rpro Se ve beneficiada a

comparacion de la Reom.
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8.2 Variabilidad temporal de las respuestas metabolicas a la adicion de
Feq y/0 vitamina B1»

En noviembre 2020 se observd la mayor respuesta de los procariotas a los
enriquecimientos con Feq y/o0 vitamina B12. Tal como se observa en la Fig. 3, este mes se
caracterizé por la presencia de bajas abundancias bacterianas (1.2 x10* cel mI™?) e indices
de surgencia costera (17.8 m® s 1001). Bajo estas condiciones el principal aumento
significativo para la Rpro (ANOVA, p<0.05, n=12) fue con el tratamiento +B1> y para la
ABypro con +Feq. Sin embargo, en presencia de toda la comunidad microbiana no se
observo efecto en la variable respiracion (Tabla I'V) pero si en la ABcom, la cual evalué el
crecimiento de procariotas en presencia de otros miembros de la comunidad microbiana.
Estudios previos de adicion de micronutrientes han reportado que los procariotas tienen
una ventaja competitiva bajo condiciones de limitacidn de nitrégeno (Jogglar et al., 2020),
las cuales pueden presentarse en la BTS (Delgadillo-Hinojosa et al., 2020; Félix-
Bermudez, 2018). El mes de noviembre se tuvo el menor transporte vertical de NOs (-
0.05 mmol NOs m* s1). Aunado a eso se encontraron altas abundancias fitoplancténicas,
representada por altas concentraciones de clorofila (3.1 mg-m) y de diatomeas (21,460
cel-Lt; Méndez-Gonzales, 2021), lo que genera mayor competencia por los nutrientes.
Por lo tanto, bajo las condiciones de indices de surgencia y abundancias bacterianas bajas,
asi como menor transporte vertical de NOs las adiciones de Feq y/o vitamina B1. favorecen

principalmente al metabolismo procariota.

Por el contrario, en marzo 2021 se presentaron los mayores aumentos de la Reom

con las adiciones de Feq y/0 B1o, sin embargo, la Rpro N0 respondio a dichas adiciones. En
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presencia de toda la comunidad microbiana la Rcom incrementd significativamente
(ANOVA, p<0.05, n=12) con los enriquecimientos. Mientras que, en incubaciones de
procariotas, donde no se tiene la presencia de células grandes la Rpro disminuyd (ANOVA,
p<0.05, n=12) con la adicion de Feq y B12. Este mes mostro caracteristicas analogas a
noviembre (Fig. 1), ya que se tuvieron los valores mayores de indice de surgencia (163.5
m® s1100%) y abundancia bacteriana (1.2 x10° cel mL™). Estos resultados sugieren que
al tener solo a procariotas tanto el Feq como la B12 in situ satisfacen su demanda celular.
Sin embargo, cuando coexisten toda la comunidad microbiana los requerimientos
nutricionales de estos micronutrientes aumentan. Para el caso de la B12 se sabe que la
constante media de saturacion (ks) para el fitoplancton es de 0.07 a 13.1 pM (Droop, 1968;
Tang et al., 2010), mientras cuando se tiene a toda la comunidad microbiana este puede
llegar a ser de 83 pM (Bertrand et al., 2011). Por lo cual bajo indices de surgencia altos y
altas abundancias bacterianas las adiciones de Feq y/0 B1> favorecieron principalmente al

metabolismo de la comunidad microbiana.

Las surgencias costeras mostraron ser un factor importante en la respuesta a la
adicion de Feqy vitamina B2 en los meses de noviembre y marzo. Estas traen consigo un
aporte de nutrientes a aguas superficiales (Gaxiola-Castro et al., 2015). Uno de los
nutrientes es el nitrégeno el cual es requerido como un nutriente esencial utilizado para el
crecimiento y como fuente de energia para eucariotas y procariotas (Kirchman, 2008). En
este estudio, se registrd un transporte vertical de NOs (BEUTI) méximo en marzo y
minimo en noviembre (5.9 y -0.05 mmol NOs; m? s, respectivamente), lo cual

corresponde al indice de surgencia costera referida a Bakun. De esta manera en noviembre
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se tuvo el mayor incremento de la abundancia bacteriana (hasta 3 veces) en ambos tipos
de incubaciones, mientras que en marzo solo respondieron a la adicion de vitamina Bia.
Se ha sugerido que los procariotas tienen una ventaja competitiva por la adquisicion de
vitaminas B contra el fitoplancton bajo condiciones de limitacidn por nitrogeno (Jogglar
et al., 2020). Dichas condiciones se han registrado en la BTS asociadas a una reduccion
de las surgencias (Delgadillo-Hinojosa et al., 2020; Félix-Bermudez, 2018). Asi mismo,
consideramos que la ventaja competitiva de los procariotas no solo esta relacionada con
la adquisicion de vitaminas B sino también de Feq. Por lo cual en bajos indices de
surgencia las mayores respuestas a las adiciones de Feq y/o Bi2 se presentan en

procariotas.

Se encontrd una relacion entre transporte vertical de NOz y la respuesta a las
adiciones de Feq. En marzo donde tuvimos un mayor aporte de NO3 la Reom incremento
hasta 2.5 veces con la adicion de Feq. Pero en noviembre con el bajo aporte de NOs la
adicién de Feq no tuvo efecto alguno. Por el contrario, la Rpro presentd un comportamiento
opuesto al de la comunidad, aumentando hasta 2 veces en noviembre y disminuyendo 1.6
veces en marzo. Browining et al., (2017) refieren que las comunidades fitoplanctdnicas
del limite oriental del atlantico sur no responden a la adicién de Ny Feq por si solos, pero
si en conjunto, proponiendo una colimitacion. Por lo tanto, sugerimos que el metabolismo
respiratorio de las comunidades microbianas de la BTS presenta colimitacion N-Fegq, lo

cual no ocurre con los procariotas.

En febrero la mayor proporcion del Feq in situ es utilizado en el metabolismo

respiratorio, limitando el crecimiento bacteriano. Dicho mes se caracteriz6 por indice de
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surgencia intermedio (85.3 m3 s 1007), abundancias bacterianas por debajo del promedio
(9.7x10% cel mL1) y una comunidad fitoplanctdonica principalmente compuesta por células
pequefias. Bajo estas condiciones la adicion de Feq no tuvo efecto sobre la Rcom Y
disminuyd la Rpro (Fig. 5). Lo que indica que los requerimientos de Feq eran suficientes
para mantener el metabolismo respiratorio. Sin embargo, la ABcomy ABpro aumentaron
hasta 2.6 y 2.2 veces, respectivamente aludiendo una limitacion en el crecimiento celular
por este micronutriente. En algunas bacterias como Escherichia coli se ha mostrado que
mas del 90% del Fe celular esta localizado en la cadena respiratoria (Tortell et al., 1999).
Sin embargo, se necesita de estudios que evallUen la cantidad de Feq intracelular en
comunidades naturales de procariotas bajo diferentes condiciones ambientales. Pero,
basdndonos en nuestros resultados, bajo las condiciones presentadas en febrero, el Feq
sera principalmente utilizado para el metabolismo respiratorio dejando limitado el

crecimiento bacteriano.

La disminucion de la Rpro con la adicion de Feq no fue exclusiva de febrero ya que
se presentd en 4 de los 7 experimentos. Tal como se observa en la Fig. 5, el decremento
significativo (ANOVA, p<0.05, n=12) de la Rpro Se dio en los meses de octubre, febrero,
marzo y abril. Contrario a lo reportado en este trabajo, estudios anteriores de respiracion
con adicion de Feq no han encontrado disminucion en la respiracion procariota (Fourquez
etal., 2012, 2014; Kirchman et al., 2003). Es importante considerar que los estudios antes
mencionados solo utilizaron una especie bacteriana. En comparacion, este trabajo estudio
a comunidades de procariotas heterdtrofos en diferentes condiciones ambientales. Por lo

que el entendimiento de la dinamica entre Feq y el metabolismo respiratorio bacteriano se
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vuelve mas compleja, interviniendo otros procesos como la competencia por nutrientes y

la depredacion bacteriana.

Las disminuciones de la Rpro que se observaron en este estudio podrian estar
asociadas a que la adicién de Feq mejora la eficiencia de crecimiento (BGE) con lo cual
el consumo de oxigeno es menor. Se calculo la BGE para cada mes y tratamiento (Fig.
11) donde con la adicion de Feq se registraron valores que van de 0.1 a 3.4% (1.6% en
promedio) los cuales son mas altos que el control (1.1% en promedio). Ademas, se
observaron incrementos en los meses donde se presentaron disminuciones de la Rpro. ESto
debido a la relacion inversa que se presenta entre ambas variables (Dolan et al., 2018). En
un estudio realizado con la especie bacteriana Vibrio harveyi encontraron que la adicion
de Feq ayuda a estimular la BGE (Kirchman et al., 2003). Asi mismo, en este trabajo
encontramos que la adicion de Feq favorecio el incremento de la BGE de procariotas

ocasionado disminuciones en la Rpro.
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Fig. 11. Eficiencia de crecimiento bacteriano (BGE) calculado a partir de un factor de
20 fgC Cel (Bell, 2018) en: (A) procariotas heterotrofos y (B) comunidad microbiana.




8.3 Respuestas metabdlicas a la adicion de Feq y/o vitamina B2 y su
relacion con las variables ambientales in situ.

La abundancia bacteriana in situ y la clorofila total se relacionaron con la respuesta
metabolica de los procariotas heterotrofos al afiadir Feq. La relacion entre la Rpro Y ABpro
(p<0.05, n=5) con la abundancia bacteriana in situ fue negativa (Fig. 12) pero con la
clorofila total fue positiva. Las bajas abundancias bacterianas podrian indicar limitacion
en el crecimiento bacteriano, por lo cual al adicionar Feq y/o vitamina B12 se observaron
incrementos en la ABpro. LOS mayores incrementos se presentaron en el mes de noviembre
(hasta 2.9 veces con +Feq) donde se registraron los valores méas bajos de abundancia
bacteriana in situ y altas concentraciones de clorofila (Tabla I11). Se sabe que hay una
fuerte competencia por nutrientes entre los procariotas y el fitoplancton (Fourquez et al.,
2015; Joglar et al., 2020; Koch et al., 2012; Tortell et al., 1996). Lo cual se evidencié en
los resultados aqui mostrados, ya que en presencia de altas concentraciones de clorofila
(mayores biomasas fitoplanctdnicas) el crecimiento bacteriano se limité teniendo una

mayor respuesta a las adiciones de Feq y Bio.

A diferencia de las incubaciones donde solo se tenian procariotas, la respuesta a
la adicion de Feq y/o vitamina B12 en la Reom NO Se relacion6 con la abundancia bacteriana
in situ. Sin embargo, tal como se observa en la Fig. 13 la ABcom al agregar Feq Si presentd
relacion (p<0.05, n=5) con dicha variable. Se sabe que el crecimiento bacteriano es
estimulado por la materia organica producto del fitoplancton (Kuznar et al., 2009). Por lo
cual los incrementos en la abundancia bacteriana pueden ser debidos a un efecto cascada,

donde la adicion de Feq estimula a eslabones troficos superiores dejando en disposicion
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sustrato organico para el crecimiento bacteriano (Fourquez et al., 2014). Por lo tanto, la
cantidad de células bacterianas no tiene efecto sobre la respiracion de la comunidad

microbiana, pero si en el crecimiento bacteriano.

A pesar de que el Feq y la vitamina B12 son necesarios en el metabolismo celular
(Fenchel et al., 2012; Safiudo-Wilhelmy et al., 2014) no se encontré relacién entre las
respuestas de la respiracion celular y abundancia bacteriana a la adicion de Feq y/o
vitamina B12 con sus concentraciones in situ. Estudios previos han mostrado que, aunque
la variacion en las respuestas a las adiciones de micronutrientes, tanto en el fitoplancton
como en las bacterias, es dependiente de las concentraciones in situ, también influye la
composicion taxondémica de la comunidad (Barber-Lluch et al., 2019; Gilbert et al., 2012;
Joglar et al., 2020). En este trabajé no se evalu6é la composicién taxondémica de las
comunidades microbianas, pero, si se observo una relacion entre las variables bioldgicas
(clorofila y abundancia bacteriana) con las respuestas de las variables metabolicas. Asi
mismo, las concentraciones medidas de Feq y vitamina B12 son mayores (hasta 15 veces)
a las reportadas por otros estudios donde observan efecto de las concentraciones in situ
(Browning et al., 2018; Joglar et al., 2020). Esto sugiere que dentro de la BTS no se
presentan condiciones de limitacién por Feq y vitamina B1o. Por lo tanto, concluimos que
en esta bahia la respuesta de la respiracion y crecimiento celular al afadir Feq y/o vitamina
B1> dependid de variables biologicas como la clorofila y la abundancia bacteriana,

mientras que la concentracion in situ de Feq y vitamina B2 no fue un factor determinante.
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Fig. 12. Relacion entre los incrementos con respecto al control de: A) respiracion celular (Rpro) Y
B) abundancia bacteriana (AByro) en incubaciones de procariotas heterétrofos bajo la adicion de
hierro disuelto (Feq) con la abundancia bacteriana in situ, presentando una correlacién de
Pearson estadisticamente significativa (p<0.05, n=5)
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Fig. 13. Relacién entre los incrementos de la abundancia bacteriana en incubaciones de la
comunidad microbiana (ABcom) bajo la adicion de hierro disuelto (Feq) y la abundancia

bacteriana in situ, presentando una correlacion de Pearson estadisticamente significativa

(p<0.05, n=7).

Las surgencias costeras fueron un factor importante en el metabolismo respiratorio
decrementando el tiempo de inicio de la respiracién. Los indices de surgencia costera
referida a Bakun y BEUTI, se relacionaron significativamente (p<0.05, n=7) con el TRpro
bajo los tratamientos control y +B12. Asi mismo, se relacionaron con el TR¢om al adicionar
B12 solo o en conjunto con Feq. Las surgencias costeras traen consigo nutrientes
inorganicos, los cuales en conjunto con la B12 estimulan el crecimiento de organismos

productores de esta vitamina como Synechococcus (Joglar et al., 2021), asi como sus tasas
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respiratorias (Fernandez-Gonzalez et al., 2020). Sin embargo, para este estudio las
disminuciones en el TRpro Y TRcom NO fueron consistentes con los aumentos en la Rpro y
Rcom. Aunado a esto, las variables ABpro, ABcom, Rpro ¥ Reom NO presentaron relacion
alguna con las variables fisicas analizadas: indices de surgencia y temperatura. Lo cual
sugiere que la variabilidad fisica de la BTS tiene efecto en el tiempo de inicio de la

respiracion, pero no en la magnitud de esta.

No se encontr6 relacion entre el tiempo de inicio de la respiracion con la magnitud
de esta. Diversos factores pueden estar implicados en este hecho, como es la
concentracion de sustrato organico. El metabolismo bacteriano esta principalmente ligado
a la disponibilidad de sustrato organico (Garcia-Martin et al., 2019; Kirchman et al.,
2000), por lo que la adicion de micronutrientes no es efectiva hasta que la limitacion por
carbono orgéanico desaparece (Fourquez et al., 2015; Kirchman et al., 2000). Mientras que
el tiempo de inicio de la respiracion estuvo mayormente relacionada con las surgencias
costeras. Por lo tanto, concluimos que estas variables son independientes entre si ya que
estan controladas por diferentes factores como las surgencias y la disponibilidad de

sustrato organico.

8.4 Cinetica de crecimiento: depredacion bacteriana, competencia por
nutrientes y limitacién por sustrato organico.

Los cambios de la abundancia bacteriana con las adiciones de Feq y/o vitamina B2 en el
experimento realizado en abril del 2021 sugieren una interaccion entre los procariotas con
otros miembros de la comunidad microbiana. Como se muestra en las Fig. 8, existe una

clara tendencia opuesta entre la cinética de crecimiento de la ABpro Y la ABcom. Se sabe
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que los procariotas heterétrofos se benefician de la materia organica producto de otros
miembros de la comunidad fitoplancténica (Kirchman, 2008; Kuznar et al., 2009). Sin
embargo, estos tienen la capacidad de remineralizar nutrientes inorganicos y dejarlos a
disposicion de los organismos autétrofos (Kirchman, 2008; Munn et al 2019) pero a su
vez pueden ser competidores por estos nutrientes (Fourquez et al., 2020; Jogglar et al.,
2020; Kirchman, 2008). Estos y otros procesos de interaccion entre bacterias heterotrofas
y otros miembros de la comunidad microbiana fueron observados en el experimento de

abril del 2021.

Las primeras 19.6 horas se caracterizaron por el efecto de una posible actividad
bacterivora. En este tiempo la ABpro incrementd hasta 5.2 veces. Por su parte, la ABcom
presentd un decremento méximo de 4.5 veces en las primeras 8.5 horas y posteriormente
permanecio constante aproximadamente por 11 horas hasta llegar a las 19.6 horas. Estos
datos sugieren que, al tener solos a los procariotas heterdtrofos, no hay competencia por
los micronutrientes debido al incremento observado en las primeras 19.6 horas. Sin
embargo, en presencia de toda la comunidad microbiana, el decremento de las primeras
horas podria estar asociado a la depredacion bacteriana por la presencia de fagotrofos. Se
ha documentado que pequefios cambios en la abundancia bacteriana son causados por el
aumento de la mortalidad (Kirchman et al., 2000) que en este caso seria una depredacion
bacteriana. Después tenemos aproximadamente 11 horas en las cuales la ABcom
permanece casi constante, lo que atribuimos a un equilibrio entre la depredacion y
crecimiento bacteriano. De esta manera, observamos que el crecimiento bacteriano puede

ser controlado por otros miembros de la comunidad microbiana mediante la depredacion.
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La dependencia de los procariotas con otros miembros de la comunidad
microbiana fue especialmente evidente en las Ultimas 4 horas de incubacion. La ABcom
incremento hasta 5 veces, mientras que la ABpro presentd una disminucion maxima de 2.8
veces. El decremento de la Rpro puede estar asociado a la falta de sustrato organico
(carbono organico), el cual proviene de la interaccion con otros organismos de la
comunidad microbiana (Kirchman, 2008). Aunado a esto, la ABcom incrementé hasta 7.6
veces sugiriendo una menor presencia de fagotrofos los cuales dejan en disposicion
sustrato organico que favorece el incremento de la ABcom. Apoyando a lo anterior, se ha
documentado que los incrementos de la abundancia bacteriana son estimulados por el
aumento del carbono organico disuelto producto del fitoplancton (Barber-Lluch et al.,
2019). Por lo tanto, la Rpro depende de la concentracion de sustrato organico el cual es

producido por otros miembros de la comunidad microbiana como el fitoplancton.

Las mayores respuestas a la adicion de Feqy/o vitamina B12 se presentaron cuando
las células bacterianas no estaban limitadas por sustrato organico. Las adiciones tuvieron
un méaximo incremento de la AByro (hasta 5.2 veces) a las 19.6 horas y de la ABcom (hasta
2.5 veces) a las 23.6 horas. Esto coincide con las mayores abundancias bacterianas que se
presentaron durante las 23.6 horas de experimentacion. Kirchman et al. (2000) plantearon
que la produccion de biomasa bacteriana puede estar limitada por carbono organico
disuelto y solo cuando este compuesto es suficiente otros nutrientes como el Feq pueden
verse limitados. Estos datos muestran la relacion entre la disponibilidad de sustrato

organico con la respuesta a la adicion de micronutrientes como el Feq y la vitamina B1a.
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La estimulacion de la abundancia bacteriana en incubaciones donde se tenia a toda
la comunidad microbiana podria estar relacionada con un efecto cascada. En las primeras
19.6 horas no hubo diferencias notables entre los tratamientos que contenian
micronutrientes y el control. Asi mismo no se tuvieron incrementos en la ABcom. Sin
embargo, después de dicha hora los tratamientos +Feq y +Bi2 incrementaron dicha
variable hasta 5 y 4 veces, respectivamente. Por lo tanto, sugerimos que en las primeras
horas los micronutrientes que suministramos fueron aprovechados principalmente por las
células fitoplanctonicas y zooplanctonicas, aumentando su biomasa. No obstante, la
excrecion, sloppy feeding asi como el decaimiento de estas células dejaron en disposicion
sustrato organico para el crecimiento bacteriano (Kirchman, 2008). A este se le conoce
como efecto cascada, el cual ha sido anteriormente reportado por Fourquez y
colaboradores en el 2014, en incubaciones enriquecidas con Feq. Por lo tanto, podemos
concluir que en incubaciones de corta duracion el aporte de sustrato organico por otros

organismos de la comunidad microbiana es esencial en el crecimiento bacteriano.
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9. Recomendaciones para futuras investigaciones

El desarrollo de este trabajo ha permitido aportar informacion importante sobre las
preguntas de investigacion planteadas. Sin embargo, ha arrojado nuevas preguntas para
profundizar nuestro entendimiento de la biogeoquimica de los nutrientes y su interaccion

con las dindmicas microbianas.

Sugerimos que simultdneamente a estudios de este tipo se realice una evaluacion de la
composicion taxondmica de la comunidad microbiana (fitoplancton, zooplancton y
bacterias). Esto basandonos en nuestros resultados donde demostramos que los factores
bioldgicos son lo més relevantes en la respuesta de tanto de los procariotas heterétrofos

como de la comunidad microbiana a la adicion de micronutrientes.

Asi mismo, creemos importante afiadir dos tratamientos méas: uno que contenga solo
nitrogeno biodisponible (+N) y otro donde se tenga este elemento combinado con cada
uno de los micronutrientes afiadidos (+N+Feq y +N+B12), con lo cual se podria determinar

si en la BTS se presenta colimitacion por nitrdgeno y micronutrientes.

Por ultimo, con la finalidad de confirmar el efecto cascada en incubaciones de corta
duracion, proponemos la realizacion de estudios que evallen la evolucion temporal de la

biomasa fitoplancténica y abundancia bacteriana de manera simultanea.
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10. Conclusiones

En experimentos de corta duracion y temperatura controlada realizados en los meses
agosto a noviembre del 2020 y febrero a abril del 2021, la adicidn de Feq y/o vitamina B12
tuvo un efecto variable sobre el metabolismo celular de procariotas heterotrofos y de la
comunidad microbiana marina. Las condiciones de bajos indices de surgencia
favorecieron el metabolismo de los procariotas heterétrofos de la BTS, con lo cual se
presentd mayor respiracion al adicionar vitamina B12 y mayor crecimiento con la adicion
de Feq. Bajo condiciones de indices de surgencia altos se favorecio el metabolismo de las
comunidades microbianas de la BTS, en donde se observd una mayor tasa de respiracion

al adicionar Feq y un mayor crecimiento bacteriano con la adicion conjunta de Feq y Bao.

Con base en el indice de surgencia BEUTI, el metabolismo de las comunidades
microbianas en la BTS presentd una colimitacion N-Feq, en especial en presencia de
indices de surgencia bajos. Se encontrd una dependencia entre el transporte vertical de
NOs con las respuestas a las adiciones de Feq en la respiracion celular de las comunidades

microbianas de la BTS.

Las condiciones ambientales bioldgicas in situ: abundancia bacteriana y clorofila a se
relacionaron con las respuestas metabdlicas de los procariotas a la adicion de Feq y/o
vitamina B12 en los experimentos realizados en 2020 y 2021. Los indices de surgencia
costera (condiciones fisicas in situ) solo presentaron relacion con los tiempos de inicio de
la respiracion, mientras que las concentraciones in situ de Feq y la vitamina B
(condiciones quimicas in situ) no se relacionaron con las respuestas a la adicion de estos

micronutrientes. Por lo anterior, se sugiere que en los meses de agosto a noviembre del
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2020 y febrero a abril del 2021 las condiciones bioldgicas in situ fueron los principales

controles sobre las respuestas metabolicas a la adicion de Feq y/0 Bia.

Este trabajo es el primero en analizar el efecto de la adicién de Feq y/0 vitamina B12 sobre
dos variables metabdlicas (respiracion celular y abundancia bacteriana) en procariotas
heterdtrofos y comunidades microbianas marinas de la BTS. Ademas, se ha documentado
por primera vez la disminucion de las tasas de respiracion procariota (Rpro) con la adicion

de Feq asociado al incremento en la eficiencia de crecimiento bacteriano (BGE).

Finalmente, este estudio muestra la complejidad en la dinamica microbiana que se
presenta en la BTS por la adquisicion de Feq y vitamina Bi2. Esto debido a los diversos
procesos como depredacién bacteriana, competencia por micronutrientes e
interdependencia de grupos microbianos. El presente trabajo servira como antecedente
para futuros trabajos de limitacion de Feq y vitamina B1o en la region en donde el efecto
de la adicion de estos micronutrientes en el metabolismo celular de procariotas

heterétrofos sirva de indicador de limitacion.
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12. Material complementario

Toxicidad celular por reactivo de multiples elementos

En agosto la Recom NO presento diferencias con respecto al control, mientras que la
Rpro disminuyo al agregar B12 y aun mas al agregar el conjunto de B12 con Feq. El reactivo
de Feq utilizado en este experimento es una mezcla de elementos traza entre los cuales se
encuentra el cobre. Dicho elemento puede ser toxico para las células si se encuentra en
altas concentraciones (levi et al.,, 2007; Buck et al.,, 2007). Desconocemos la
concentracion in situ que teniamos al momento de colectar la muestras, sin embargo,
sabemos que en la zona costera de la BTS las concentraciones de cobre pueden ir de 0.9
a 11.9 nM (Reyes-Bravo, 2014) y que agregamos 8.3 pM. Debelius et al. (2010) han
encontrado que el cobre también puede ser toxico en bajas concentraciones (1.4 pg L™?)
por lo cual no descartamos una posible toxicidad en las muestras correspondientes a
agosto. Aunado a esto, se ha propuesto que las células pequefias son mas susceptibles al
cobre debido a la relacion area/volumen, por lo cual las células procariotas quedarian en
desventaja frente a las eucariotas (levi et al., 2007; Mann et al., 2002). En los datos aqui
presentados podemos ver que el metabolismo de procariotas se ve afectado con la adicion
de esta mezcla de elementos. Mientras que el de la comunidad microbiana, donde tenemos

una mezcla de células pequerfias y grandes, no se ve afectado.
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