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Relaciones entre la produccion de nitrégeno organico y la organizacion tréfica del
ecosistema pelagico

Resumen

La liberacidn de nitrégeno orgéanico por las comunidades microbianas tiene importantes
consecuencias para los ecosistemas plancténicos debido a su relevante papel en los
ciclos de la materia, en general, y del nitrégeno en particular. Existen evidencias de que
las formas nitrogenadas, tanto inorganicas como organicas, determinan el tipo de
interacciones troficas y también la estructura de tamafios de las comunidades de
fitoplancton. El tamafio del fitoplancton es el principal factor biolégico que controla la
organizacion tréfica de las comunidades planctonicas y, como consecuencia, los flujos
de nitrogeno en los ecosistemas pelagicos. El estudio de la relacion entre la estructura
de la comunidad plancténica y el flujo de nitrégeno a través del ecosistema pelagico
constituye, en la actualidad, uno de los principales retos para la oceanografia bioldgica.
En el presente trabajo se investigo la relacion entre las tasas de liberacion de nitrégeno
organico disuelto (NOD) y la estructura de tamafios de fitoplancton en ambientes
hidrograficos muy contrastados en la capa superficial del océano Atléntico, cubriendo
tanto regiones de afloramiento como regiones oligotréficas. Ademas, se determino la
relacion entre la liberacion de NOD vy la actividad del bacterioplancton. Para ello, se
realizaron mediciones de la biomasa fitoplanctonica (estimada a partir de la
concentracion de clorofila a) fraccionada por clases de tamafio, y de la biomasa y la
abundancia bacterianas; también se cuantificaron las tasas de absorcion de nitrogeno, la
liberacion de NOD y la produccidn bacteriana. Los resultados obtenidos, y presentados
en esta memoria, mostraron que las tasas de liberacion de NOD variaron entre 0,01 y
59,46 nmol de N I- h-%. El porcentaje de liberacion extracelular de NOD (PLE) con
relacion a la incorporacion total de nitrégeno constituyé entre el 4 % y el 80 %. La
estructura de tamafios de fitoplancton no presenté un patrén de distribucion claramente
definido con el porcentaje de liberacion extracelular de NOD (PLE), ya que éste resultd
ser una fraccién muy variable de la absorcion total de nitrdgeno. En promedio, los
valores mas elevados de PLE se encontraron en los ambientes oceanicos oligotréficos
(concentracidn de clorofila a < 0,25 mg m-3), donde la biomasa de picoplancton era
dominante, confirmando, por tanto, una relacion inversa entre la cantidad de NOD
liberado y la absorcidn total de nitrégeno. Las tasas de liberacion de NOD explicaron
menos del 15 % de la variabilidad observada en las tasas de produccién bacteriana,
sugiriendo un débil acoplamiento entre el fitoplancton y el bacterioplancton a escalas de
tiempo cortas (horas). Por otro lado, los balances de masas indicaron un exceso de
liberacion de NOD con respecto a los requerimientos bacterianos, lo que sugiere un
desfase a una escala de tiempo mayor.

Palabras clave: Fitoplancton, estructura de tamafios, bacteria, produccion de nitrégeno
organico, ecosistema pelagico.

Relationships between organic nitrogen production and trophic organization of
oceanic pelagic ecosystems

Abstract



The release of organic nitrogen is an important process for planktonic ecosystems,
because of its relevant role in the biogeochemical nitrogen cycle. There is growing
evidence that both inorganic and organic dissolved forms of nitrogen are determinant in
the type of trophic interactions and size-group composition of planktonic communities.
Phytoplankton-size structure is the principal controlling mechanism of the trophic
organization of planktonic communities and, consequently, the cycling of nitrogen
through the pelagic ecosystem. Therefore, determining the relationship between
phytoplankton size structure and nitrogen flux through pelagic ecosystems is one of the
major challenges of biological oceanography during the present decade. The aim of
research presented here was to determine the relationship between dissolved organic
nitrogen (DON) release rates and phytoplankton size over a wide range of productivity
levels in the surface layer of Atlantic waters, ranging from upwelling systems to
oligotrophic areas. Moreover, we determined the relationship between DON release and
bacterioplankton activity. Size fractionated phytoplankton biomass (estimated from
chlorophyll-a concentration) and bacterial abundance and biomass were measured. In
addition, nitrogen uptake rates, DON release rates and bacterial production were
determined. Our results show that DON release rates range between 0.01 and 59.46 mg
N I-1 h-1, The percentage of DON release (PER) with respect to total nitrogen uptake
ranged from 4 % to 80 %. Phytoplankton size structure did not show a clear relationship
with PER, because of the variability of PER values. On average, the highest values for
PER were found in oligotrophic oceanic waters (< 0.25 mg chlorophyll-a m-3), where
picoplankton biomass dominated,; this is indicative of an overall inverse relationship
between the PER and the gross nitrogen uptake rates. The DON release rates accounted
for less than 15 % of the variability observed in bacterial production rates, showing a
weak relationship between bacterioplankton and phytoplankton compartments on short
time scales (hours). However, according to the nitrogen balances calculated, there was
an excess of DON release in relation to the requirements of the bacteria, suggesting an
uncoupling on a larger time scale.

Keywords: Phytoplankton, size distribution, bacteria, organic nitrogen release, pelagic
ecosystem.



INDICE

1. INTRODUGCCION. ....oiiiiiiiieicieie st 1
1.1. Importancia de la materia organica disuelta (MOD) en el océano.............c...coc....... 3
1.2. Fuentes de MOD €n €l 0CEAN0..........c.cooiiiiiiiiee e 6
1.3. Importancia de la cuantificacion de la liberacién de NOD y problematica
T3 (1 | USSP P PSPPI 7
1.4. Papel del NOD en las redes troficas planctonicas...........ccoovvveiveveiieneeie e 8
15, HIPOLESIS. ..ttt bttt bbb nr s 10
1.6, ODJELIVOS. ...ttt ettt ettt ettt et b e b nne e b e enes 11

2. MATERIAL Y METODOS......coouiieieeeieieseeeiesesiese st sssassensssessesassn s s 13
2.1, ATEAS 08 ESIUTIO ......vecveececetceeee ettt ettt 15
2.2, IMIUBSTIBO ...ttt ettt n et enm e e e e nn e e e e e nne e e neenree s 17
2.3. Tasa de absorcion de compuestos nitrogenados y liberacion de NOD..................... 20
2.4. Valores integrados para la capa UFOLICA. .........cceerereiriieise e, 22

3. REGENERACION DE AMONIO Y NITROGENO ORGANICO DISUELTO
(NOD) POR EL MICROPLACTON EN EL NOROESTE DE LA PENINSULA
IBERICA: RELACION CON LA ESTRUCTURA DEL TAMANO Y LA

PRODUCCION DEL FITOPLACTON. ...ttt en e 23
3L INEFOUUCCION. ...ttt testenresneeneens 27
3.2. Material Y MELOUOS. .......ecviieieieiee ettt ens 29

32,1, IMIUBSITBO. ...ttt 29

3.2.2. Regeneracion de amonio y liberacion de NOD...........cccoovvveieienene e 30

3.2.3. Tasas de produccion primaria fraccionada por clases de tamafio y produccion

(o[- O @ ] I TSSO 31
3.3 RESUITAADS. ...t bbb bbbttt be b b ene e 32

3.3.1. Condiciones oceanograficas, nutrientes y biomasa y composicion de

L100] 0] = Vg o1 o o USSP 32

3.3.2. Regeneracion de amonio y liberacion de NOD..........cccccovveieiiienn i 38

3.3.3. Regeneracion de nitrogeno, produccion primaria y estructura de tamafios......... 41
BuA. DISCUSION.....c.eitiiiesie ettt ettt et et e be e teeseeseese et e aesaestesresreeneanaaneas 44

3.4.1. Regeneracion de nitrogeno y afloramiento..............ccccveveiieiicie e, 44

3.4.2. Desacoplamiento entre la liberacion de NOD y la produccién de COD............. 47

3.4.3. Estructura de tamafios de fitoplancton y relacién C:N de la materia organica

[0 TS0 =] L OSSPSR 48



4. ABSORCION DE NITROGENO Y LIBERACION DE NITROGENO
ORGANICO DISUELTO (NOD) POR LAS COMUNIDADES PLANCTONICAS
DEL OCEANO ATLANTICO, CARACTERIZADAS POR LA ESTRUCTURA

DE TAMANOS DE FITOPLANCTON.......ootvrieeeieieeeteeeese et sesesesses s sessessssnsesenes 51
I 1 oo [0 o{ o1 [ o F OSSOSO P PRSPPI 55
4.2, Material Y MELOAOS. ......ccveiieiireie ettt eesre e e nneenns 56

O O |V (01 £ =T o T PP U PO P PUPUPRURTOT 56
4.2.2. Concentracion de clorofila a fraccionada por clases de tamario, produccion
primaria y abundancia de fitoplanCton.............cccoveiiie e 58
4.2.3. Determinaciones de NItrOgENO.........coueiuirierierieieriseeee e 58
4.3, RESUITAADS. ...ttt bbbt 61
4.3.1. Estructura termohalina de la columna de agua...........cceeeeriinienienienceie e 61
4.3.2. Clorofila a'y composicion de las especies de fitoplancton............ccccceeveverinenns, 64
4.3.3. Tasas de absorcion de nitrogeno y liberacién de NOD: variabilidad vertical..... 67
4.3.4. Concentracion y tasas de absorcion de nitrogeno, y liberacion de NOD:
variabilidad 1atitudingl..............oooiiiiiii e 71
4.3.5. Relaciones entre la absorcion de nitrégeno, la liberacion de NOD vy la
estructura de tamafios del fitoplanCtoN...........cooviiiiiiii e 74
O I [T o1 U ][] TSSO P TP 77
4.4.1. ADSOrCiON de NItFOQENO......ccueiviiieiieiieieie ettt ne e 77
4.4.2. LiDeraCion de NOD.........cccooiiiiiiiiiiieieie et 80
4.4.3. Absorcion de nitrogeno, liberacién de NOD vy estructura de tamafios del
L100] 0] = Vg o1 o o SRS 84

5. RELACIONES ENTRE LA ABSORCION Y LIBERACION DE NITROGENO
ORGANICO DISUELTO (NOD) Y LA PRODUCCION BACTERIANA EN LA

CAPA SUPERFICIAL DEL OCEANO ATLANTICO......cccccooiniriiiieseree e 87
5.1, INEFOTUCCION. c..viteie ettt bbbttt bbb nne e 91
5.2. Material Y MELOUOS. .......cuviueieiiiiiiieieee et 92

5.2.1. IMIUBSIIBO. ...ttt ettt b e e esn e e nn e 92
5.2.2. NULFENTES QISUBITOS. .....ceiveeeieieieiiee et 94
5.2.3. Nitrogeno organico particulado y concentracion de clorofila a.......................... 94
5.2.4. Tasas de incorporacion de compuestos nitrogenados y liberacion de NOD....... 95
5.2.5. Biomasa y producCion baCteriana............ccccvevveveiieiieene e, 96
5.2.6. Clasificacion de 1as ODSEIVACIONES..........c.covevierieieieie e 97
5.3, RESUITAGOS. ... .ottt ettt r et et e b e e nbe e nnee e, 99
5.3.1. Diferencias entre 1as regiones MueStreadas............ccvevververeiieeseeresieesiesseeseeneens 99
5.3.2. Tasas de absorcion de amonio y liberacion de NOD...........cccccoevvveverenennnienne. 101
5.3.3. Absorcion total de nitrégeno y liberacion de NOD en zonas oceanicas............. 103
5.3.4. Acoplamiento entre la liberacion de NOD y la produccion bacteriana............... 106
5.3.5. Flujo de nitrogeno a través del microplancton............cccocevveienienneiecee e 107
5.4, DISCUSION....c.vitiitesti ettt bttt b e b bbbttt b e st e et bbbttt neeneas 110



5.4.1. Tasas de absorcion de nitrogeno y liberacion de NOD...........cccccevvivieiverincnnnne 110
5.4.2. Acoplamiento entre la liberacion de NOD y las bacterias en la zona eufoética...113

B. SINTESIS. ..ottt 117
6.1. Liberacion de NOD vy estructura de tamarios de los productores primarios.............. 119
6.2. Relacion entre la liberacion de COD Y NOD.........cccooveviiie i 122
6.3. Liberacion de NOD y produccCion DacCteriana...........ccoeveeruereeerienieiesenienesesieseeeenns 123

CONCLUSIONES......c ottt e e e e snaa e e nnaes 127

BIBLIOGRAFIA. ..ottt 131






CAPITULO 1

INTRODUCCION






Introduccion

1.1. IMPORTANCIA DE LA MATERIA ORGANICA DISUELTA (MOD) EN EL
OCEANO.

La liberacién de materia organica disuelta por las poblaciones microbianas tiene
importantes consecuencias para los ecosistemas plancténicos, debido a su relevante
papel en los ciclos de la materia en general y del carbono y nitr6geno en particular
(Agusti et al. 2001). En las ultimas dos décadas se ha llevado a cabo una amplia
investigacion en torno a la determinacion de este compartimento (Suzuki et al. 1985,
Sugimura y Suzuki 1988, Suzuki 1993, Alvarez-Salgado y Miller 1998, Sharp et al.
2002, Bronk 2002, Berman y Bronk 2003) dada su potencial influencia en el cambio
climatico global, asociado al aumento antropogénico en las concentraciones de CO,
atmosférico. El crecimiento del fitoplancton provoca en primer término una
desaparicion de CO; al fijarlo en compuestos organicos. La disponibilidad de nitrégeno
en el océano controla esta capacidad para fijar y secuestrar CO, atmosférico, ya que el
nitrégeno es un elemento que ha sido considerado clasicamente como limitante de la
produccion primaria (Dugdale y Goering 1967). Parte de la materia organica producida
se emplea en la respiracion de los organismos en la columna de agua, mientras que otra
parte se exporta como materia organica particulada (MOP) o disuelta (MOD) hacia las
capas profundas del océano.

Histéricamente, se habia considerado que la materia organica incorporada por
los productores primarios permanecia esencialmente en la fase particulada, para ser
consumida posteriormente por los herbivoros, por lo que su destino Gltimo estaria
determinado por el funcionamiento de la cadena tréfica herbivora o clésica (Steele
1974). Sin embargo, en la actualidad, los balances de materia revelan que una fraccion
importante de la produccion neta (esto es excluyendo la respiracion) de las comunidades
(>40%) podria encontrarse en forma de MOD, tanto en el caso del carbono (Teira et al.
2001b, Teira et al. 2003) como en el caso del nitrégeno (Bronk y Ward 2000, Varela et
al. 2003b), siendo canalizada por organismos de pequefio tamafio a través del
denominado 'bucle microbiano' (Azam et al. 1983, Azam 1998).

Durante los Gltimos afios ha ido adquiriendo progresivamente mas importancia
el papel que juegan los microorganismos y la MOD en los ecosistemas peldgicos
marinos (ver revision en Sherr y Sherr 2000 y Carlson 2002). La liberacion de MOD
por las poblaciones microbianas constituye una de las principales fuentes de sustancias
organicas labiles que més contribuyen al mantenimiento de los organismos heterétrofos,
como por ejemplo las bacterias (Jackson y Williams 1985, Norrman et al. 1995). Por su
parte, las bacterias remineralizan el carbono y el nitr6geno, quedando estos nutrientes de
nuevo disponibles para ser consumidos por niveles troficos superiores. Por otro lado, un
creciente numero de trabajos ha demostrado recientemente que una cantidad importante
de produccién primaria y bacteriana es consumida por los herbivoros (ver revision
Nagata 2000 y trabajos citados en éste). La actividad herbivora actuaria, por tanto, como
nexo de unidn entre los diversos niveles troficos y como regenerador de nutrientes, y al
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mismo tiempo constituye un eficiente método de transformacién de la presa en material
disuelto que es liberado a la columna de agua (Fig. 1.1).

Metazoos CO,

N\

Macroherbivoros

(mesozooplancton)
1

Microherbivoros
~~~ (protozoos)

\\

Urea NH,, <————* Bacterias 7

co,

1
1 | \
---------- -» MOD
grande pequefio é'
- I 4_
NO; Fitoplancton 2

Figura 1.1. Representacion esquematica de la transferencia de la materia entre los diferentes
compartimentos planctonicos.

En la actualidad, se ha generado un activo debate en torno a la magnitud del
balance metabolico neto de las regiones oceanicas. Varias investigaciones indican la
necesidad de aportes externos de MOD para explicar un metabolismo neto heterotréfico
en algunos sistemas oligotréficos del océano (Duarte et al. 2001, Gonzalez et al. 2001,
2002, Serret et al. 2001, 2002). Estos trabajos han indicado que, en determinados
momentos 0 regiones, son necesarios aportes externos de carbono organico disuelto
(COD) para equilibrar el balance metabdlico, lo que sugiere que también son necesarias
fuentes aldctonas de nitrégeno organico disuelto (NOD) (Vidal et al. 1999).

La MOD comprende un amplio espectro de compuestos quimicos. EI COD esta
constituido basicamente por carbohidratos, aminoacidos, proteinas, lipidos y sustancias
himicas (Miklestad et al. 1997, Ogawa 2000). Los carbohidratos y las sustancias
hdmicas constituyen la fraccién mayoritaria del COD suponiendo, respectivamente,
entre un 10 y un 30% (Benner et al. 1992, Pakulski y Benner 1994) y entre un 5y un
25% (Obernosterer y Herndl 2000) del total de COD en aguas superficiales. Las
sustancias humicas, de peso molecular generalmente alto, son biologicamente
refractarias (McKnight y Aiken 1998), aunque son fotoquimicamente mas reactivas que
otras fracciones, jugando un papel muy importante en la fotoquimica de las aguas
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superficiales (Obernosterer y Herndl 2000). Por su parte, entre los componentes del
NOD encontramos sustancias de alto peso molecular como proteinas (por ej. enzimas y
proteinas de la pared celular), acidos nucleicos (ADN, ARN) y sustancias hamicas.
Entre los componentes de bajo peso molecular se incluyen, entre otros, urea, péptidos,
aminoazUcares, purinas, pirimidinas y amidas (Antia et al. 1991). La urea y los
aminoacidos libres 0 combinados representan entre 1-20 % del total de NOD (Jackson y
Williams 1985, Bronk 2002) y constituyen importantes fuentes de nitrogeno para los
organismos autotrofos y heterétrofos (Bronk 2002, Berman y Bronk 2003).

En funcion de su tiempo de residencia, la MOD ha sido clasificada en
componentes labiles (tiempo de residencia del orden de dias), semilabiles (meses-afios)
y refractarios (cientos-miles de afios) (Anderson y Williams 1999, Ogawa 2000, Carlson
2002). Las fracciones labiles y semilédbiles se producen en el ecosistema marino y
pueden ser consumidas por las bacterias, mientras que los componentes refractarios,
considerados bioldgicamente inertes, se originan a partir de los componentes labiles y
semildbiles mediante una serie de modificaciones quimicas, o bien provienen del
sistema terrestre. Histdricamente, se pensaba que la MOD estaba constituida
esencialmente por compuestos refractarios, sin embargo en los Gltimos afios varias
investigaciones han indicado que entre un 1 y un 24% de la MOD son compuestos
labiles (Carlson y Ducklow 1995, Jargensen et al. 1999, Doval et al. 1999, Bronk 2002)
que pueden ser facilmente degradables. Asi por ejemplo, algunas investigaciones han
encontrado que las tasas de renovacion de la MOD pueden llegar a ser inferiores a un
dia (Zubkov et al. 2000, 2001, Haga et al. 2001).

Varios estudios han detectado cambios diarios y estacionales en la concentracion
de MOD en las aguas superficiales marinas. Estas variaciones son el resultado tanto de
procesos fisicos (mezcla, adveccion) como bioldgicos (produccion y consumo de MOD
por las poblaciones microbianas). Asi, en la region de afloramiento del NO de la
Peninsula Ibérica se puede observar que durante los meses de afloramiento se acumula
MOD en aguas superficiales (Alvarez-Salgado et al. 1999, Doval et al. 1997, Teira et al.
2001a, Varela et al. 2003a, Varela et al. 2003b). Ademas, en estudios realizados en
varias Rias Baixas de Galicia (Alvarez-Salgado et al. 1996a,b, 2001), se ha encontrado
una variacion en las concentraciones de MOD a escalas de tiempo de 3-4 dias, por lo
que se interpreta que las condiciones hidrodindmicas juegan un papel crucial en el
destino de la MOD producida en las rias gallegas. De esta forma, la MOD se exporta
desde las rias a la plataforma en condiciones de afloramiento, mientras que en
condiciones de relajacion del afloramiento se acumula MOD en el interior de las rias
donde es consumida.

En relacién con la exportacion de COD, se encontrd que la contribucion de un
filamento de afloramiento frente a las Rias Bajas daba cuenta de la exportacion de un 45
% de la produccion primaria generada en la plataforma continental (Alvarez-Salgado et
al. 2001). La acumulacién de COD est4 acompafiada también por acumulacién de NOD,
aunque en menor proporcion. Doval et al. (1997) y Alvarez-Salgado et al. (1999)
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determinaron un valor promedio de la relacion molar C:N ~15 en la Ria de Vigo,
considerablemente superior a la relacion de Redfield (Redfield et al. 1963). Mas
recientemente, Alvarez-Salgado et al. (2001) determinaron que la mayor parte de la
MOD analizada en un filamento de agua aflorada en el NO de la Peninsula Ibérica tenia
una relacion C:N de 19. Estos estudios parecen indicar una mayor labilidad del NOD
comparada con el COD.

1.2. FUENTES DE MOD EN EL OCEANO.

La MOD presente en el océano puede provenir de fuentes aldctonas o autdctonas
(Carlson 2002 y Berman y Bronk 2003, y referencias en éstos). Entre las fuentes
externas destacan los aportes fluviales, principalmente sustancias himicas (Alberts y
Takéacs 1999) que se originan a partir de la descomposicion de detritus de la vegetacion
de marisma y las descargas fluviales (Seitzinger y Sanders 1997). En los estuarios y
sistemas de aguas someras una cantidad relativamente importante de MOD puede
provenir de la resuspension de los sedimentos (Burdige y Zheng 1998). Finalmente,
otras fuentes aldctonas de MOD son la lluvia (Seitzinger y Sanders 1999) y el polvo
atmosférico (Cornell et al. 1995).

Sin embargo, la mayor parte de la MOD presente en el océano abierto se origina
in situ como consecuencia de la actividad directa o indirecta de los productores
primarios a través de diversos procesos (Nagata 2000, Bronk 2002, Berman y Bronk
2003). Una parte es liberada por exudacion directa del fitoplancton (Bronk y Ward
1999, Sgndergaard et al. 2000, Meon y Kirchman 2001, Nagao y Miyazaki 2002). Otra
fraccion de MOD es liberada como consecuencia de lisis celular, bien sea debido a
infeccion virica (Bratbak et al. 1998) o muerte celular programada (apoptosis) (Agusti y
Duarte 2000). La actividad herbivora también es otro mecanismo que contribuye
significativamente a la liberacion de MOD (Nagata 2000). En este Gltimo mecanismo,
podemos diferenciar dos tipos de comunidades de herbivoros, los protozoos y el
mesozoplancton. Los primeros liberan componentes disueltos como consecuencia de la
predacion sobre bacterias y picofitoplancton (Antia et al. 1980, Berman et al. 1987,
Hasegawa et al. 2000a,b, 2001, Ward y Bronk 2001), mientras que los segundos
ingieren fitoplancton de mayor tamafio (Nagata 2000). El zooplancton, mediante la
excrecion directa de diversas sustancias, también puede contribuir a la liberacion de
MOD.

Finalmente, como hemos sefialado, muchos protozoos se alimentan de bacterias,
de manera que éstas deben también ser consideradas como fuentes de MOD en el
océano. Asi, los protozoos pueden llegar a consumir mas de un 80% de la produccion
bacteriana en las regiones oceanicas del Atlantico (Zubkov et al. 2000), dando lugar a la
aparicion de MOD derivada del bacterioplancton (Nagata y Kirchman 1992, McCarthy
1998). La actividad de los protozoos es particularmente importante en el océano
oligotréfico, dominado por fitoplancton de pequefio tamafio, de manera que en estos
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sistemas podrian esperarse altos porcentajes de liberacion de MOD asociados con este
tipo de interaccion trofica.

1.3. IMPORTANCIA DE LA CUANTIFICACION DE LA LIBERACION DE
NOD Y PROBLEMATICA ACTUAL.

Algunas investigaciones sobre las tasas de absorcion de nitrogeno y
regeneracion de amonio mediante la incubacion de plancton con fuentes de nitrégeno
marcado con N (Glibert et al. 1982b, Laws 1984, Ward et al. 1989) mostraron que la
cantidad total de °N inoculado al inicio de la incubacién no se recuperaba al final del
experimento, incluso cuando los balances de masas se corregian teniendo en cuenta la
liberacion de amonio no marcado durante el transcurso de la incubacion. Por ello, las
tasas de absorcion bruta de nitrogeno estaban, en menor o mayor grado, subestimadas.
Posteriormente Bronk y Glibert (1993) y Slawyk y Raimbault (1995) encontraron que
cantidades significativas de nitrogeno se liberaban como NOD a la misma escala de
tiempo que se media la absorcion de nitrogeno. Una de las implicaciones mas
inmediatas de estos resultados es que, probablemente, todas las estimaciones del indice f
(produccion nueva / produccion total) que no tienen en cuenta la liberacién de NOD
estén sesgadas (Bronk et al. 1994).

Mas recientemente, varias investigaciones han encontrado que la liberacion de
NOD supone un porcentaje variable de la absorcién de nitrogeno (Slawyk y Raimbault
1995, Hu y Smith 1998, Bronk y Ward 1999, Diaz y Raimbault 2000, Hasegawa et al.
2000b, 2001, Ward y Bronk 2001, Nagao y Miyazaki 2002, Varela et al. 2003b). Sin
embargo, actualmente, la cantidad total de NOD liberado es todavia objeto de
controversia (Slawyk y Raimbault 1995, Pujo-Pay et al. 1997, Nagao y Miyazaki 1999,
Bronk y Ward 2000, Slawyk et al. 2000, Bronk 2002, Berman y Bronk 2003).

Uno de los mayores desafios en el estudio del NOD es la falta de técnicas
precisas para cuantificar la concentracion total de NOD. Todos los métodos dependen
de la determinacién previa de la concentracion de nitrogeno disuelto total para
posteriormente sustraer la concentracidn de nitrégeno inorganico total (suma de amonio,
nitrato y nitrito). Esta aproximacion combina varios errores analiticos. No obstante,
actualmente ya se dispone de numerosas medidas en distintos ambientes (ej. Berman y
Bronk 2003) que, aunque obtenidas por diferentes métodos analiticos, son, en general,
comparables (Sharp et al. 2002).

También la idoneidad del tipo de filtros empleados para separar las fracciones
particulada y disuelta (fibra de vidrio tipo GF/F o filtros de membrana) ha sido
cuestionada en numerosas ocasiones en la bibliografia (Altabet 1990, Stockner et al.
1990, Chavez et al. 1995, Slawyk y Raimbault 1995, Morén et al. 1999). La principal
critica es que los filtros de fibra de vidrio pueden dejar pasar particulas y organismos
cuyo nitrégeno se contabilizaria como disuelto. No obstante, en la mayoria de los
estudios se emplean filtros de tipo GF/F, al igual que los estudios sobre liberacion de
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COD (ej. Teira et al. 2001b). Estudios experimentales sobre la liberacion de COD por
plancton de distintos ecosistemas han mostrado que los filtros GF/F retienen la mayor
parte del plancton de pequefio tamafio, incluyendo las bacterias (Moran et al. 1999), por
lo que la posible sobrestimacion de las concentraciones o tasas de liberacion de MOD
causada por el paso de células picoplancténicas pequefias (<0.7 um) es esperable que
sea una minima fraccion de los valores reales.

Con respecto a la estimacion de las tasas de liberacion de NOD, ademas de los
errores inherentes a la determinacion de la concentracion de NOD, existen otras fuentes
potenciales de error. Asi por ejemplo, la contaminacion de la disolucion inoculada con
nitrégeno no marcado, la rotura celular durante la filtracion o la eliminacion incompleta
de nitrégeno inorganico disuelto durante la determinacion de NOD pueden causar una
sobreestimacion de la concentracién de NOD (Bronk y Ward 2000, Slawyk et al. 2000).
La realizacion de experimentos con analisis de valores iniciales (sin periodo de
incubacidn), asi como ensayos para testar el porcentaje de recuperacion del is6topo han
permitido controlar este tipo de problemas (Slawyk y Raimbault 1995, Raimbault et al.
2000, Hasegawa et al. 2000Db).

1.4. PAPEL DEL NOD EN LAS REDES TROFICAS PLANCTONICAS.

Como se ha indicado en el apartado anterior, existe actualmente una controversia
sobre la cantidad de NOD que es realmente liberado por el plancton en las comunidades
naturales. De los estudios que han determinado el porcentaje de liberacién extracelular
(PLE) de NOD con respecto al nitrégeno total incorporado (Bronk y Ward, 1999, 2000,
Ward y Bronk 2001, Hasegawa et al. 2000b, 2001) se concluye que este porcentaje
varia, en promedio, entre el 10 y el 35%. No obstante, estos porcentajes pueden ser
mucho menores 0 mayores dependiendo, entre otras causas, del tipo de ecosistema
estudiado y de la metodologia empleada. Asi por ejemplo, empleando un método de
recogida del NOD basado en intercambio ionico e incubaciones de 2-3 h, Bronk y
Glibert (1991) encuentran valores de PLE ocasionalmente >50% en una zona sometida
a afloramiento. En contraste, Slawyk et al. (1998) y Raimbault et al. (2000), empleando
un método de difusion para la eliminacion del nitrogeno inorganico disuelto al final de
la incubacion y tiempos de incubacion largos (>6 h), citan valores de PLE que no
superan el 20% en zonas del Pacifico subtropical. Ademas de las diferencias
metodoldgicas, algunos autores atribuyen esta variabilidad a la presencia o ausencia de
diferentes interacciones tréficas. Por ejemplo, Ward y Bronk (2001) concluyeron que el
PLE aumentaba como consecuencia de una intensa actividad herbivora, sugiriendo que
algunas de las interacciones que dan lugar a altos valores de PLE dependen de la
estructura de tamarios de la comunidad.

El tamafio del fitoplancton es el principal factor biolégico que controla la
organizacion tréfica de las comunidades planctonicas (Tremblay y Legendre 1994,
Legendre y Rassoulzadegan 1995) y, consecuentemente, los flujos de la materia
organica en los ecosistemas pelagicos. En dltimo término, son las condiciones
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hidrograficas predominantes en el medio marino las que determinan la distribucion de
tamafos de los productores primarios (Margalef 1978, Tremblay et al. 1997). Asi, en las
regiones altamente productivas, caracterizadas por una baja estabilidad de la columna de
agua, como las areas de afloramiento, dominara el fitoplancton de tamafio grande, se
establecera la red trofica herbivora (o clasica) y la materia organica producida fluira
principalmente a través del mesozooplancton, siendo finalmente transferida a niveles
troficos superiores o exportada hacia capas subsuperficiales del océano. Por el contrario
los ambientes oceanicos oligotroficos, caracterizados por una alta estabilidad de la
columna de agua, estaran dominados por fitoplancton de pequefio tamafio, que se
encontrara bajo el control de la actividad depredadora de protozoos y otros organismos
heterotrofos. En este tipo de ecosistema, las redes tréficas microbianas, basadas en
maltiples interacciones tréficas y un rapido reciclado de la materia a traves de los
compartimentos bioldgicos, presentaran, en términos relativos, mayores pérdidas de
materia orgénica en forma disuelta como resultado de procesos como la lisis celular del
fitoplancton (Agusti y Duarte 2000, Thingstad 2000) o la depredacion de los protozoos
(Nagata y Kirchman 1992, Strom et al. 1997). En consecuencia, la mayor parte de la
produccion autotrofica serd respirada dentro del bucle microbiano en la capa eufotica
(Serret el al. 2001, del Giorgio y Duarte 2002).

Dentro de este marco tedrico se esperaria, a priori, una relaciéon estrecha entre
las tasas de liberacion de NOD vy el tipo de red tréfica dominante en el medio oceanico.
En este sentido Teira et al. (2001b), analizando datos obtenidos en un amplio espectro
de niveles de productividad en el Océano Atlantico, encontraron que, a medida que
aumenta la contribucion de fitoplancton de pequefio tamafio, aumenta el PLE de
carbono orgéanico recientemente fotosintetizado que fluye hacia el compartimento del
COD. Sin embargo, y hasta nuestro conocimiento, no hay ninguna investigacion acerca
de la relacion entre el PLE del NOD vy la distribucion de tamafios del fitoplancton.

Como ya ha sido destacado, la liberacion de MOD constituye una de las
principales fuentes de sustancias organicas labiles que mas contribuyen a la
alimentacion de las bacterias (Norrman et al. 1995) y por lo tanto deberia, en parte,
contribuir a explicar la covariacion entre el fitoplancton y el bacterioplancton (Gasol y
Duarte 2000). Varios estudios han encontrado un desacoplamiento a corta escala de
tiempo entre la liberacion de COD y la produccién bacteriana (Moran et al. 2002, Teira
et al. 2003). Sin embargo, es esperable un acoplamiento a una mayor escala temporal,
debido al desfase temporal en las zonas templadas entre los maximos de produccion de
MOD, y los méximos de respiracion (Serret et al. 1999, Serret et al. 2001).

Algunas investigaciones han descrito el uso de multiples fuentes de nitrégeno
por el bacterioplancton (Middelboe et al. 1995, Jargensen et al. 1999). Varios
componentes del NOD, entre ellos aminoacidos, proteinas, urea y ADN, pueden ser
tomados directamente por las bacterias (Flynn y Butler 1986, Simon y Rosenstock
1992, Jorgensen et al. 1993, Volk et al. 1997, Keil y Kirchman 1999) para cubrir sus
necesidades de carbono y nitrégeno (Williams et al 1976, Wheeler y Kirchman 1986).
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Como resultado de las transformaciones bacterianas se libera NOD y amonio, que es
reutilizado directamente por la comunidad microbiana o nitrificado hasta nitrato. Asi,
Berman et al. (1999) mostraron que a partir del consumo bacteriano de NOD se liberaba
amonio y urea. Sin embargo, aunque las bacterias dispongan de NOD contindan
absorbiendo cantidades considerables de amonio. Middelboe et al. (1995) encontraron
que varios cultivos de poblaciones bacterianas del estuario de Delaware cubrian
diferentes proporciones de sus requerimientos de nitrogeno a partir de aminoacidos y
amonio dependiendo de su limitacion por carbono o nitrégeno, o de la fase de
crecimiento. Ademas, Jargensen et al. (1999) mostrasron que los aminoacidos libres son
el principal sustrato nitrogenado absorbido por las poblaciones bacterianas, seguido de
aminoacidos combinados y amonio.

Diversos estudios han demostrado que tanto la liberacion y el consumo de
aminoacidos (Fuhrman 1987) como de urea (Lomas et al. 2002) estan estrechamente
asociados. En contraste, otros estudios (ej. Bronk et al. 1998) encontraron que la
regeneracion de urea es baja y altamente variable. Aunque la urea y los aminoacidos
apenas suponen, entre 1-13 % de la cantidad total de NOD (Bronk 2002), desempefian
un importante papel en los flujos del nitrégeno (Berman y Bronk 2003). Por lo tanto, en
una situacion de equilibrio entre la produccion y consumo de NOD, seria razonable
esperar una covariacion entre las tasas de liberacion de NOD vy la actividad del
bacterioplancton.

1.5. HIPOTESIS.

Sobre los antecedentes expuestos hasta el momento se plantean las siguientes
hipotesis de trabajo:

e La estructura de tamafios de los productores primarios es un factor
determinante en la liberacion de NOD por el plancton: se esperan mayores
pérdidas de NOD con respecto a la absorcion total de nitrogeno en
comunidades con una alta contribucion de las células pequefias, tanto a la
biomasa como a la produccion primaria, debido a su mayor relacion
superficie-volumen y a la dominancia de los procesos microbianos en la red
trofica.

e La liberacion de NOD en comunidades naturales es proporcionalmente menor
que la produccién de COD, debido a la necesidad de conservacion del N
(elemento limitante de la produccion) en la cadena trofica. Esta
proporcionalidad se reflejara en valores del indice C:N de las tasas de
liberacién de MOD mayores que los valores C:N de la biomasa del plancton.

e La produccion bacteriana esté relacionada con la liberacién de NOD, dado
que el NOD recién liberado esta compuesto en su mayor parte por sustratos
facilmente degradables por el bacterioplancton. Esta relacion se reflejara en
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una correlacion positiva entre la produccion bacteriana y una
correspondencia entre los requerimientos de N por las bacterias y las tasas de
liberacion de NOD.

1.6. OBJETIVOS.

Para la validacion de las hipdtesis anteriores, se estudiaron las relaciones entre la
organizacion trofica del ecosistema pelagico, la absorcion total de nitrégeno y la
liberacion de NOD en ecosistemas con organizaciones troficas a priori distintas,
incluyendo desde regiones oceénicas oligotréficas del Océano Atlantico hasta regiones
con elevados niveles de produccién primaria, como el sistema de afloramiento del NO
de la Peninsula Ibérica, planteandose los siguientes objetivos:

e Determinar la relacién entre la estructura de tamafios de fitoplancton (inferida a
partir de la contribucién de las células menores y mayores de 2um a la biomasa
y a la produccion primaria total) y las tasas de liberacion de NOD en un amplio
gradiente de niveles de productividad. Hipotesis 1, Capitulos 3y 4.

e Determinar la relacion entre las tasas de produccién de COD vy liberacion de
NOD. Hipotesis 2, Capitulo 3.

e Determinar la relacion entre las tasas de produccion bacteriana y la liberacion de
NOD. Hipotesis 3, Capitulo 5.

Ademas, se abordaron los siguientes objetivos adicionales:

e Determinar la relacion entre la regeneracién de nitrégeno inorganico
y la liberacion de NOD. Capitulo 3.

e Determinar la liberacion de NOD a partir de diferentes fuentes de
nitrégeno. Capitulos 3y 4.

e  Determinar la relacién entre la absorcion de nitrégeno y la
liberacion de NOD. Capitulo 5.
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A continuacion se describen brevemente el area de estudio considerada, las
campafas oceanograficas realizadas, el muestreo y las variables analizadas. También se
describe con cierto detalle el procedimiento experimental y analitico empleado en la
medida de la absorcion de nitrogeno y liberacion de NOD, parte central de esta
memoria. Los métodos especificos usados en cada camparia se detallan en los capitulos
3,4y5.

2.1. AREAS DE ESTUDIO.

Con el fin de cubrir un amplio rango de ecosistemas, se realizaron experimentos
para determinar las tasas de absorcion de nitrégeno y liberacion de NOD por la
comunidad microbiana en 83 estaciones localizadas en el Océano Atlantico.

El muestreo se llevo a cabo durante 8 campafias oceanogréaficas realizadas entre
abril 1997 y octubre de 2000. La denominacion, fecha y region de muestreo de cada
campafa, numero de estaciones en las que se realizaron experimentos, asi como el
buque oceanogréafico en que se desarroll6 cada una de ellas, se indican en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Caracteristicas de las campafias oceanograficas en las que se realiz6 el muestreo.

Campafia Buque Oceanogréfico Fecha de muestreo  Region de muestreo  n
NO

INCOCEANO-0497 Cornide de Saavedra 25 Abr-04 May 97 Peninsula Ibérica 7
NO

OMEX-0898 Professor Shtokman 1-11 Agosto 98 Peninsula Ibérica 7
SO

GIGOVI-1098 Professor Shtokman 12 - 31 Agosto 98 Golfo de Vizcaya 10
NO

INCOCEANO-0998 Cornide de Saavedra 1-15 Sept 98 Peninsula Ibérica 11
NO

RADIALCORUNA Lura Oct 98- Nov 99 Peninsula Ibérica 12
NO

OMEX-1099 Thalassa 14-20 Oct 99 Peninsula Ibérica 5
NO

GIGOVI-1099 Thalassa 20 Oct- 8 Nov 99 Peninsula Ibérica 7

Océano Atlantico
AMT-11 James Clark Ross 9 Sept-11 Oct 00 (49°N — 35°S) 24

n : nimero de estaciones

La zona de transicion costa-océano del NO de la Peninsula Ibérica fue objeto de
estudio durante 5 campafias oceanograficas (Figura 2.1). Las campafias INCOCEANO-
0497 e INCOCEANO-0998, llevadas a cabo a bordo del B/O Cornide de Saavedra
formaron parte del proyecto “Estudio de los procesos de intercambio entre la plataforma
y la Rias Baixas gallegas: variabilidad temporal de corto término” financiado por el
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Programa Nacional de Investigacion en Ciencias y Tecnologias Marinas (CYTMAR).
Las campafias OMEX-0898 y OMEX-1099 se realizaron a bordo del B/O Professor
Shtokman y del B/O Thalassa, respectivamente, como parte del proyecto OMEX
(“Ocean Margin Exchange-11- Phase 11”), financiado por la Unién Europea. Finalmente,
dentro del Proyecto “Obtencion de una serie histérica de datos oceanograficos”,
financiado por el Instituto Espafiol de Oceanografia, se incluyeron los resultados de
varios experimentos correspondientes al muestreo mensual durante un ciclo anual de
una estacion fija cerca de A Corufia, llevado a cabo a bordo del B/O Lura.

En océano abierto se llevaron a cabo investigaciones en dos tipos de campafias.
Por un lado, en el Golfo de Vizcaya, se llevaron a cabo 2 campafias oceanograficas,
GIGOVI-0898 y GIGOVI-1099 (Figura 2.1), realizadas a bordo del B/O Professor
Shtokman y del B/O Thalassa, respectivamente. Estas campafias formaron parte del
proyecto de investigacion “Organizacion tréfica y flujo de materiales en giros
anticiclénicos (SWODDIES) en el Golfo de Vizcaya”, financiado por el Programa

CYTMAR.
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Figura 2.1. Estaciones de muestreo en el NO de la Peninsula Ibérica durante las campafias INCOCEANO
(color azul), OMEX (color rojo), GIGOVI (color verde) y los muestreos mensuales RADIALCORUNA
(color negro).

Por otro lado, como parte de un programa de muestreo del Océano Atlantico de
gran cobertura espacial (ver Aiken et al. 2000, http://www.pml.ac.uk/amt/idex.html), y
dentro del proyecto “Circulacién de carbono y nitrégeno en el océano Atlantico
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(CIRCANA)” se realiz6 la campafia oceanografica Atlantic Meridional Transect-11
(AMT-11, Figura 2.2) a bordo del B/O James Clark Ross. El transecto latitudinal cubrid
6 provincias biogeograficas (Longhurst 1998), incluyendo 2 zonas templadas (NADR
[North Atlantic Drift Province] y BRAZ [Brazil Current Coastal Province]), 2 giros
oligotréficos (NAST [North Atlantic Subtropical Gyral Province] y SATL [South
Atlantic Gyral Province]) y 2 sistemas de afloramiento (CNRY [Eastern Canary Coastal
Province] y ETRA [Eastern Tropical Atlantic Province]).

Figura 2.2. Transecto latitudinal en el océano Atlantico sobre un mapa de concentracion superficial de
clorofila a obtenido a partir de datos de color del mar, derivados de imagenes de satélite obtenidas con el
sensor SeaWiFS y promediado para los meses de septiembre y octubre de 2000. Los tonos azules y
pUrpura representan regiones con baja concentracion de clorofila a, mientras que los tomos amarillos y
naranjas representan zonas con valores altos de clorofila a. Las estaciones visitadas durante la campafia
AMT-11 aparecen representadas en color rojo sobre el mapa.

2.2. MUESTREO.

En cada estacion se realizaron perfiles verticales de temperatura, salinidad y
fluorescencia hasta, al menos, 200 m de profundidad. Para ello se utiliz6 una sonda
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CTD acoplada a una roseta de muestreo equipada con botellas oceanograficas tipo
Niskin, exceptuando los muestreos RADIALCORUNA, donde en primer lugar se
realizaron sondeos verticales con un CTD vy, posteriormente se recogian muestras de
agua mediante series de botellas oceanograficas tipo Niskin. El sensor de conductividad
de cada una de las sondas fue calibrado utilizando determinaciones de salinidad con un
salindmetro Autosal llevadas a cabo sobre una serie de muestras tomadas a diferentes
profundidades.

Adicionalmente, se realizaron perfiles de irradiancia con el fin de poder llevar a
cabo los experimentos en aquellas profundidades dpticas comprendidas entre el 100 y el
1% del nivel de irradiancia medida en superficie. A partir de los perfiles de irradiancia y
fluorescencia se seleccionaban entre 3 y 7 profundidades y se tomaban muestras de agua
para la determinacion de las variables que se indican a continuacion (ver Tabla 2.2):

a) concentracion de clorofila a (Cla)

b) concentracion de cla fraccionada por clases de tamafio <2 um y >2 um (Cla <2
umy Cla >2 um)

c) concentracion de nitrégeno inorganico disuelto (NID): NH;" 6 NO3™ + NO’

d) concentracion de urea

e) concentracién de nitrégeno organico particulado (NOP)

f) concentracién de nitrégeno organico disuelto (NOD)

g) tasas de produccién primaria (PP)

h) tasas de produccién primaria fraccionada por clases de tamafio <2 umy >2 um
(PP <2 umy PP >2 um)

i) tasas de produccidn de carbono organico disuelto (pDOC)

j) tasas de regeneracion de amonio (rNH4")

k) tasas de absorcion de compuestos nitrogenados (pNH,", pNOs", pUrea)

) tasas de liberacién de nitrégeno organico disuelto (rNOD“H** rNODNY?*,
rNODUrea)

m) abundancia y composicion taxonémica de especies de fitoplancton

n) biomasa bacteriana (BB)

0) produccion bacteriana (PB)
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Tabla 2.2. Conjunto total de variables que se midieron durante esta investigacion.

Variable Simbolo Campafia Unidades
concentracion de clorofila a Cla todas mg m*
concentracion de clorofila a fraccionada por clases de tamafio  %Cla<2 pm, %Cla>2 um  OMEX, AMT-11 %
concentracion de nitrégeno inorganico disuelto NID (NH,", NO; + NO,) todas mmol m™
concentracion de urea urea AMT-11 mmol m*
concentracion de nitrégeno organico particulado NOP todas mmol m*
concentracion de nitrégeno organico disuelto NOD todas mmol m~
tasas de produccion primaria PP OMEX, AMT-11 mgCm>h?
tasas de produccion primaria fraccionada por clases de tamafio  %PP<2 um, %PP>2 um OMEX, AMT-11 %

tasas de produccidn de carbono organico disuelto pCOD OMEX mgCm>h?
tasas de regeneracion de amonio rNH," INCOCEANO, OMEX nmol N Ith?
tasas de absorcion de amonio pNH,* todas nmol N I'h™
tasas de absorcion de nitrato pNO3 AMT-11 nmol N I"h™
tasas de absorcion de urea pUrea AMT-11 nmol N I*h™
tasas de liberacion de NOD a partir de amonio rNODN™* todas nmol N I h™*
tasas de liberacion de NOD a partir de nitrato rNODNY* AMT-11 nmol N I*h?
tasas de liberacion de NOD a partir de urea rNODY" AMT-11 nmol N I*h?
biomasa bacteriana BB todas excepto INCOCEANO  mg C m™*
produccion bacteriana PB todas excepto INCOCEANO mg C m? h™
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Los detalles metodoldgicos especificos de cada una de las variables se describen
en los respectivos apartados metodoldgicos de los capitulos 3, 4 y 5 de esta memoria.

23. TASA DE ABSORCION DE COMPUESTOS NITROGENADOS Y
LIBERACION DE NOD.

La determinacion de las tasas absorcion de NID 6 urea (NXX) y la liberacion de
NOD se realizd de acuerdo con las técnicas descritas por Slawyk y Raimbault (1995) y
Slawyk et al. (1998). EI método se basa en la trazabilidad de los flujos de nitrégeno
entre las fases particulada y disuelta teniendo en cuenta su paso a través de las células
del plancton. Experimentalmente se realizan incubaciones de plancton a las que se
inocula ®NXX (0.1 pM). Parte del N incorporado por el plancton es liberado en forma
de NOD (Fig. 2.3) durante la incubacion, por lo que la medida del enriquecimiento en
>N en los compartimentos de NOP y NOD proporciona una estimacion de las tasas de
absorcion del compuesto marcado (NOs’, NH;" 6 urea) y, simultineamente, de la
liberacion de NOD a partir de ese compuesto. Esta liberacién de NOD se denomina en
la literatura como “liberacién de NOD al compartimento extracelular” (“release to the
extracellular pool”, Bronk y Ward 2000) o como “pérdida de N desde el NID”
(“dissolved inorganic N loss”, Slawyk et al. 1998, 2000).

Liberacién de NOD

15\XX - - 15N OD

pNXX rNOD

Figura 2.3. Destinos del **N en muestras de agua de mar inoculadas con amonio, nitrato y urea marcados
con el isétopo N (*°NXX).

El esquema del protocolo analitico seguido se muestra en la Fig. 2.4. Después
del periodo de incubacidn (2-3 h), las muestras se filtraban a través de filtros de fibra de
vidrio tipo GF/F y se media el N retenido en cada filtro con el fin de determinar la
incorporacion de nitrogeno. Del filtrado de cada una de las muestras incubadas se
recogia una muestra de 20 ml para la determinacion de las tasas de liberacion de NOD.
El procedimiento analitico para la determinacion de la concentracién y del
enriquecimiento en °N de los compartimentos NID y NOD consta de 3 pasos: (1) la
reduccion de NID hasta NH;" y posterior difusion del NH;" en un medio alcalino con
Oxido de magnesio (MgO) y aleacion de Devarda (DA), (2) oxidacion del NOD hasta
NOs con persulfato potasico (K;S;Og) en autoclave durante 30 minutos y (3) la
recuperacion del NOz™ como ((NH,4),S0O,), afiadiendo de nuevo DA y MgO. El amonio
en difusion es adsorbido por un trozo de filtro de fibra de vidrio embebido en H,SO,. La
abundancia de N (% ®NXX y %'°NOD) se midié en un espectrémetro de masas
(isotope ratio mass spectrometer) y las concentraciones de las diferentes formas
nitrogenadas se determinaron por analisis quimico (colorimetria).
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Material y Métodos

En el caso de los experimentos con urea, al no poder eliminar la urea marcada y
no utilizada al final de la incubacion en el paso 1, se calcul6 su contribucion al NOD
total al final de la incubacién a partir de la dilucion isotopica de la urea marcada y no
utilizada al final de la incubacion (ver detalle del procedimiento de calculo en el
Capitulo 4).

>» A-QUIM
¢ NXX conc

afiadir *NXX, incubar,
filtrar a través de GF/F

~

NP — > Ams
¥ Absorcion NXX

NOP conc / % SNOP

\4

FILTRADO

\ 4

A-QUIM

¢ NID conc

Afadir DA+ MgO

RED-DIF (recuperar *NXX)

T~ [masos |
%NXX
— v __ Liberacion NOD
DIGESTION Affadir K>S;05
| (oxidar el *NOD hasta NO3
— >» A-QUIM
NOD conc
\ 4
RED-DIF o muronsumo —> | M0 | 5y
(recuperar *DON) ¢
% >NOD

Figura 2.4. Esquema del protocolo seguido para la medida de las tasas de incorporacion de Ny liberacion
de NOD por la comunidad microbiana. Ver explicacion en el texto (seccion 2.3). RED-DIF: reducci6n y
difusion, A-QUIM: andlisis quimico (colorimétrico), A-MS: andlisis mediante espectrometro de masas.
DA: aleacidn de Devarda.
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2.4. VALORES INTEGRADOS PARA LA CAPA EUFOTICA.

Los valores integrados para la capa eufética de las variables indicadas en la
seccion 2.2 se obtuvieron mediante integracion trapezoidal de los datos volumétricos
hasta la profundidad donde llega un 1% de la radiacion fotosintéticamente activa
incidente en superficie.
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CAPITULO 3

REGENERACION DE AMONIO Y NITROGENO
ORGANICO DISUELTO (NOD) POR EL
MICROPLANCTON EN EL NOROESTE DE LA
PENINSULA IBERICA: RELACION CON LA
ESTRUCTURA DEL TAMANO Y LA PRODUCCION DE
FITOPLANCTON






La investigacion expuesta en este capitulo se recoge en la publicacion:

Marta M. Varela, Susana Barquero, Antonio Bode, Emilio Fernandez, Nicolas
Gonzélez, Eva Teira y Manuel Varela (2003). Microplanktonic regeneration of
ammonium and dissolved organic nitrogen in the upwelling area of the NW of Spain:
relationships with dissolved organic carbon and phytoplankton size structure. Journal of
Plankton Research 25: 719-736.

RESUMEN: En la presente investigacion se estudié la regeneracion de amonio y
nitrégeno organico disuelto (NOD) en la zona de transicion costa-océano del NO de la
Peninsula Ibérica, con relacién a los episodios de afloramiento costero y la estructura de
tamanos del fitoplancton. Para ello se realizaron incubaciones de plancton con una
solucién de '°N-amonio durante cuatro campafias, dos de las cuales incluyeron
determinaciones de clorofila a y produccion primaria fraccionada por clases de tamario,
asi como medidas de las tasas de produccion de carbono organico disuelto (COD). Las
concentraciones de nitrogeno inorganico disuelto (NID) encontradas se deben
principalmente al enriquecimiento en nitrato, consecuencia de pulsos de afloramiento,
mientras que las concentraciones de amonio fueron generalmente bajas durante todas las
campafas. ElI amonio apenas se acumulé en el area de estudio, lo que sugiere un
acoplamiento a escala diaria entre las tasas de regeneracion y las tasas de absorcion. Por
el contrario, las concentraciones de NOD excedieron en gran medida a las de NID
durante todo el estudio, y generalmente aumentaron entre la primavera y el otofio. Las
tasas de regeneracion de amonio estaban positivamente correlacionadas con las de
liberacion de NOD, y ambas mostraron un amplio rango de variacion durante el verano,
con los valores mas bajos medidos durante condiciones de afloramiento y los mas
elevados durante la fase de relajacion del afloramiento. La comparacion entre las
concentraciones y las tasas de liberacion de NOD en las diferentes zonas de la
plataforma sugiere que el NOD liberado durante el verano fue méas persistente en las
zonas costeras que en las oceanicas. La relacion C:N de las tasas de produccién de COD
y NOD fue muy variable, encontrdndose en todas las campafias un exceso de COD
sobre NOD. Este exceso podria ser atribuido a una subestimacion de la liberacion de
NOD (debido a que este estudio s6lo considera la liberacion de NOD a partir de
amonio) o bien a una produccion masiva de carbohidratos por las diatomeas en las
zonas costeras. Considerando un amplio rango de situaciones troficas, este estudio
revela una diferencia fundamental entre la produccién de COD y NOD a corta escala.
Los procesos fisioldgicos (ej. exudacion de carbohidratos por las diatomeas) parecen ser
la causa del exceso de COD, mientras que los procesos troficos (ej. la alimentacion
ineficiente del microzooplancton) serian los principales responsables de la liberacion de
NOD.
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3.1. INTRODUCCION.

Los ecosistemas pelagicos tienden hacia un balance dinamico entre los procesos
de produccién y pérdida de materia organica, que es controlado en gran parte por el
fitoplancton. Como consecuencia, la hipétesis de limitacion por nutrientes ha llevado a
considerar también el papel de los procesos tréficos (DeBaar 1994, Glibert 1998). Por
ejemplo, los intercambios entre las formas inorganicas y organicas de nitrogeno entre el
plancton y el océano ilustran el acoplamiento entre los procesos de consumo y
regeneracion, asi como el papel del medio frente a los mecanismos troficos implicados
en la produccion bioldgica (Glibert 1998). Las proporciones relativas entre las distintas
formas de nitrogeno disuelto (ej. inorganico/organico, nitrato/amonio) determinan las
tasas de absorcidén de amonio y la composicion del fitoplancton y las bacterias. Asi, en
areas o periodos con alta tasa de entrada de nitrégeno 'nuevo’ (Dugdale y Goering 1967)
hacia la zona iluminada (como las zonas de afloramiento) la produccion tiende a ser
controlada por mecanismos fisicos (ej. la adveccion generada por el viento). La entrada
de nitrégeno 'nuevo’ altera la relacién entre las formas nitrogenadas disueltas organicas
e inorganicas, afectando a su disponibilidad relativa, a las tasas de absorcion de
nitrégeno por el fitoplancton y las bacterias, y a la relacion entre el carbono orgénico
disuelto (COD) vy el nitrogeno organico disuelto (NOD), asi como a aquellos procesos
gue dependen de la disponibilidad de estos sustratos (Glibert 1998). Por otro lado, en
areas o periodos donde la entrada de nitrogeno 'nuevo' es baja, la actividad herbivora del
zooplancton (ej. copépodos) o microzooplancton (ej. protozoos) juega un doble papel en
el control de la produccion primaria. Por un lado, reducen la biomasa de fitoplancton
por consumo directo de células. Por otro, aumentan la absorcion de nutrientes a traves
de la regeneracion de formas nitrogenadas disueltas (Gaul et al. 1999). Ademas, el
zooplancton de tamarfio relativamente grande se alimenta de protozoos, que son los
mayores regeneradores de nitrégeno (Caron y Goldman 1990).

Se dispone de evidencias que indican que las formas nitrogenadas, tanto
inorganicas como organicas, determinan el tipo de interacciones troficas asi como la
composicion especifica y la estructura de tamafios de las comunidades de fitoplancton.
La estructura de tamafios del fitoplancton es el principal mecanismo que controla la
organizacion tréfica de las comunidades plancténicas y, en consecuencia, las tasas de
regeneracion de la materia organica. En condiciones productivas, como en las épocas de
afloramiento, se establecera la red tréfica herbivora, y la materia organica producida por
fotosintesis fluird principalmente a través del mesozooplancton, siendo finalmente
transferida a los niveles troficos superiores o exportada hacia la capa superficial del
océano (Tremblay y Legendre 1994). Por el contrario, la cadena tréfica microbiana
predominar en los sistemas oligotroficos, donde una fraccion significativa de la materia
organica es reciclada in situ, reduciéndose la cantidad exportada. De acuerdo con la
disponibilidad de nitrégeno y carbono y la estructura de tamarfios del fitoplancton, cada
sistema tréfico puede ser colocado en una determinada posicion entre los tipos tréficos
extremos: el microbiano y el herbivoro (Legendre y Rassoulzadegan 1995).
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El amonio puede ser rapidamente intercambiado entre el compartimento de la
materia orgénica y el medio, y la absorcién de amonio se considera una medida del
reciclaje de los nutrientes en la zona eufética (Kiefer y Atkinson, 1984). Se ha
observado que tanto el fitoplancton (Dortch 1990) como las bacterias (Kirchman 1994,
Kirchman y Wheeler 1998) tienen preferencia por amonio sobre otras fuentes
nitrogenadas. Ademas, varias investigaciones han determinado altas tasas de
regeneracion de amonio asociadas con altas tasas de absorcion (Glibert 1993, Bronk y
Ward 1999). Sin embargo, las medidas de regeneracion de amonio mediante el uso de
técnicas isotopicas (Glibert et al. 1982a, b) mostraron una aparente pérdida de amonio
marcado que no se recuperaba ni como nitrogeno particulado ni como amonio
excretado. En este sentido, Bronk y Glibert (1993) encontraron cantidades significativas
de nitrogeno que se liberaban como NOD a la misma escala de tiempo a que se media
la absorcién de nitrogeno (Bronk y Glibert 1993). Mas recientemente, varios
experimentos mostraron que la liberacion de NOD era un porcentaje variable de las
tasas de absorcion de nitrogeno (Bronk y Glibert 1994, Bronk et al. 1994, 1998, Slawyk
et al. 1998, Bronk y Ward 1999), y actualmente existe una gran controversia sobre la
importancia real del NOD en los procesos de regeneracion (Bronk y Ward 2000, Slawyk
et al. 2000). Por otra parte, investigaciones recientes han mostrado que un exceso de
COD relativo a NOD en diferentes sistemas que puede ser explicado por una limitacion
por nitrégeno (Williams 1995, Doval et al. 1997,1999, Alvarez-Salgado et al. 1999).
Las tasas de produccion de COD han sido medidas durante casi cuatro décadas (ver una
revision en Fogg 1983) y las investigaciones recientes han aumentado la importancia
atribuida a este proceso para los ecosistemas pelagicos (Kigrboe 1993, Teira et al.
2001b). Por el contrario, el nimero de trabajos en torno a la liberacién de NOD es aun
escaso (Bronk y Glibert 1994, Slawyk et al. 1998) y, hasta nuestro conocimiento, no
hay ningun estudio que incluya medidas simultaneas de las tasas de liberacion de COD
y NOD por el microplancton.

El régimen hidrografico de la zona de transicion costa-océano del NO de la
Peninsula Ibérica se caracteriza por la entrada de nutrientes hacia la capa eufotica,
causada por el predominio de los vientos del norte durante la estacion de afloramiento y
la exportacién de nutrientes desde la costa hacia zonas de plataforma y oceanicas (Fraga
1981, Prego 1993, Alvarez-Salgado et al. 1999). En consecuencia, algunos trabajos han
mostrado cambios en la produccion y estructura de tamafios del fitoplancton,
relacionados con un predominio de células grandes durante los episodios de
afloramiento en las rias (Figueiras y Pazos 1991, Figueiras y Rios 1993, Tilstone et al.
1999) y en zonas de plataforma (Bode et al. 1994). Ademas, estudios previos en este
area indican que durante las uUltimas fases del afloramiento se produce una
remineralizacion significativa de la materia organica previamente producida (Alvarez-
Salgado et al. 1993, Pérez et al. 1993, Castro et al. 1994).

La presente investigacion tiene como objetivo determinar la relacion entre la

regeneracion de nitrégeno, la estructura de tamafios de fitoplancton y las tasas de
produccion de materia organica disuelta. Para ello se realizaron medidas de las tasas de
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liberacion de amonio y NOD, asi como medidas de produccién primaria y produccion
de COD, en la zona de transicion costa-océano del NO de la Peninsula Ibérica. Este
estudio complementa la investigacion llevada a cabo por Teira el al. (2001), cuyo
objetivo principal era el estudio de las relaciones entre la estructura de tamafos y la
produccion de COD en esta region.

3.2. MATERIAL Y METODOS.
3.2.1. Muestreo.

El muestreo se realizé durante 4 campafias oceanograficas: INCOCEANO-0497
(abril 1997), OMEX-0898 (agosto 1998), INCOCEANO-0998 (septiembre 1998) y
OMEX-1099 (octubre 1999) en la zona de afloramiento del NO de la Peninsula Ibérica.
En todas las campafias se tomaron muestras en estaciones localizadas a lo largo de un
transecto perpendicular a la costa, cerca de la Ria de Vigo (Figura 3.1). Este transecto se
muestred periodicamente cada 2-3 dias durante las campafias INCOCEANO.
Adicionalmente, en las campafias OMEX se tomaron muestras en estaciones situadas a
lo largo de otros dos transectos perpendiculares a la costa y localizados al norte de la
Ria de Vigo. Las estaciones se clasificaron en 4 grupos segln su batimetria: estaciones
costeras (< 100 m de profundidad), estaciones de plataforma (100-200 m de
profundidad), estaciones de talud (200-1000 m) y estaciones oceanicas (> 1000 m).

43°

Latitud N

42°

10°

Longitud O

Figura 3.1. Estaciones de muestreo en el NO de la Peninsula Ibérica. Los circulos indican las estaciones
donde se llevaron a cabo medidas de produccion primaria fraccionada por clases de tamafio y produccién
de materia organica disuelta. En el resto de las estaciones se realizaron perfiles verticales de temperatura,
salinidad y fluorescencia.
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Se realizaron perfiles verticales de temperatura, salinidad y fluorescencia,
utilizando una sonda CTD Seabird SBE-25 (campaiia INCOCEANO-0497) y series de
botellas oceanogréaficas tipo Niskin, o una sonda Neil Brown Mark Il (campafias
INCOCEANO-0998 y OMEX) acoplada a una roseta de muestreo equipada con 24
botellas oceanogréaficas tipo Niskin. Adicionalmente, se obtuvieron perfiles de
irradiancia con un sensor Licor acoplado a una sonda CTD Seabird SBE-25. Las
muestras de agua se tomaron de 5 profundidades 6pticas comprendidas entre el 100 y el
1% de la irradiancia medida en superficie. En las campafias INCOCEANO la
concentracion de clorofila a (Cla) se analizd mediante técnicas fluorimétricas (Parsons
et al. 1984), filtrando entre 150 y 250 ml de agua de mar a través de filtros de fibra de
vidrio (Millipore APFF o Whatman GF/F). A continuacion los filtros se introducian en
5 ml de acetona y se mantenian en oscuridad a 5 °C durante 24 h. En el caso de las
campafias OMEX la concentracion de Cla se fracciond por clases de tamario, filtrando
250 ml de agua de mar secuencialmente a través de filtros de policarbonato de 2 umy
filtros de fibra de vidrio GF/F (Millipore APFF). Los filtros eran congelados
inmediatamente a -20 °C. La fluorescencia se media utilizando un espectrofluorimetro
Safas flx (campafias OMEX) o un fluorometro Turner Desings 10-AU previamente
calibrados utilizando patrones de Cla comerciales.

Las muestras para el analisis de nitrogeno inorganico disuelto (NID) se recogian
en viales de polipropileno y se mantenian congeladas hasta su posterior analisis en el
laboratorio con un autoanalizador (Grasshoff et al. 1983). La composicion y abundancia
de las especies de fitoplancton se determino en muestras fijadas con solucion de Lugol
utilizando un microscopio invertido.

3.2.2. Regeneracion de amonio y liberacién de NOD.

En cada estacion se llenaban una serie de botellas de policarbonato con 250 ml
de agua de mar procedente de tres profundidades correspondientes a los porcentajes de
irradiancia superficial equivalentes al 100, 7-14 y 1-3%. En algunas campafias las
muestras se prefiltraron a través de una malla de 200 pm. Cada una de las muestras se
inoculaba con 0.1 uM de amonio ((**NH4),SO.) y se incubaba durante 2 h en
incubadores de cubierta (refrigerados mediante el bombeo de agua de mar superficial)
que simulaban la irradiancia correspondiente a las profundidades de origen, para la
determinacion simultanea de las tasas de regeneracion de amonio (rNH;") y liberacion
de NOD (rNOD) por dilucion isotdpica (Slawyk y Raimbault 1995, Slawyk et al. 1998).
Finalizado el periodo de incubacion, el contenido de cada botella se filtraba a traves de
filtros tipo GF/F. A continuacion, se recogian 100 ml del filtrado, preservandolo con
HgCl, 10% hasta la posterior determinacion tanto de la concentracion como del
enriquecimiento en >N del pool de NID y NOD. La concentracion y la abundancia de
>N del NOP se determinaron en los filtros GF/F que retenian la fraccion particulada.
Ademas, el contenido de una de las botellas (inicial) se filtraba inmediatamente, sin
periodo de incubacion, a través de filtros GF/F para obtener la concentracion y el
enriquecimiento inicial de >N de las fracciones particulada y disuelta.
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La determinacion de la concentracion de NID (amonio, nitrato y nitrito) se llevo
a cabo utilizando un autoanalizador (Grassoff et al. 1983). El porcentaje de variacion
media (£ desviacion tipica, DT) de la concentracion de NID fue 9.9 % (+ 1.6 %, n =
60). La determinacion del NOD se llevd a cabo por el método de oxidacion con
persulfato (Slawyk y Raimbault 1995, Slawyk et al. 1998). La variacion media de la
concentracion de NOD fue 10.9 % (+£1.3%, n =28). Las determinaciones de la
concentracion de nitrégeno y del enriquecimiento en N de las fracciones orgénicas
disuelta y particulada se llevaron a cabo mediante espectrometria de masas en un
analizador de isotopos estables de nitrégeno (INTEGRA-N, Europa Scientific).
Previamente al analisis, los filtros que contenian el material particulado se secaban a 50
°C, mientras que el NOD y el NID se convertian en amonio, que era absorbido en filtros
de fibra de vidrio tipo GF/F. La variacién media del contenido en **N fue 5.8% (+0.6% ,
n=24)y 4.4% (+0.8%, n =41) para NID y NOP, respectivamente, mientras que la
variacion media de la concentracion de NOP fue 10.9% (+1.1%, n =24). La
regeneracion de amonio se calculé de acuerdo con el modelo de Glibert et al. (1982b).
Cabe destacar que el rNOD de este estudio es equivalente al “DIN loss as DON”
estimado por Slawyk et al. (1998, 2000) y al “DON release to the extracellular pool” de
Bronk y Ward (1999, 2000). Las tasas de rNOD se estimaron a partir del >NOD que
aparecia en las botellas al final del periodo de incubacion, sin tener en cuenta el NOD
dentro de los organismos planctonicos (Slawyk et al. 2000). Ademas, conviene tener
presente que en este estudio se determind la liberacién de NOD a partir de absorcion de
amonio, y por lo tanto, nuestros resultados pueden considerarse estimaciones minimas
de la cantidad total de NOD liberado, ya que también se libera NOD a partir de la
absorcion de otras fuentes nitrogenadas (ej. nitrato, urea).

3.2.3. Tasas de produccion primaria fraccionada por clases de tamafio y
produccion de COD.

La produccién primaria (PP) y las tasas de produccion de COP (pCOP) se
determinaron solamente en las campafias OMEX (agosto y octubre), de acuerdo con el
método descrito en Teira et al. (2001a). En cada estacion se llenaban 4 botellas (3
transparente y 1 opaca) de polipropileno, previamente lavadas con HCI, con 75 ml de
agua de mar procedente de 5 profundidades correspondientes a los porcentajes de
irradiancia superficial comprendidos entre 1y 100%. Cada botella se inoculaba con una
solucién de 370 kBq (10 pCi) de NaH™CO; y a continuacién se incubaba durante 6
horas en los mismos incubadores utilizados para la estimacion de las tasas de nitrégeno.
Una vez finalizado el periodo de incubacidn, el contenido de cada botella se filtraba a
través de filtros de membrana de 2 um y filtros de fibra de vidrio Millipore APFF. Los
filtros se exponian a vapores de HCI concentrado durante 12 h con el fin de eliminar el
NaHCO; adsorbido en el filtro. Una vez descontaminados, se afiadia el liquido de
centelleo y la radioactividad retenida en cada filtro se media utilizando un contador de
centelleo liquido (LKB Wallac).
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Las tasas de produccion de COD se determinaron en muestras de agua de mar de
30 ml, procedentes de cada una de las profundidades seleccionadas, durante
incubaciones cortas (2 h) con *C de acuerdo con la técnica descrita en Mague et al.
(1980), con ligeras modificaciones (Teira et al. 2001a). Al final del periodo de
incubacion se tomaban 2 submuestras de 7 ml de cada botella y se filtraban a través de
filtros de fibra de vidrio Millipore APFF. La eliminacion del carbono radioactivo,
remanente en el filtrado en forma inorganica disuelta, se realizo mediante burbujeo del
filtrado con aire libre de CO, durante 12 h. Una vez descontaminado, se afiadia liquido
de centelleo y se media la radioactividad utilizando un contador de centelleo liquido.

3.3. RESULTADOS.

3.3.1. Condiciones oceanograficas, nutrientes y biomasa y composicion de
fitoplancton.

Durante la campafia de agosto se detectd un intenso pulso de afloramiento,
encontrandose aguas superficiales con temperaturas <14 °C cerca de la costa. Las otras
campanas fueron realizadas en condiciones de no-afloramiento. La campafia de abril se
realizo entre dos pulsos de afloramiento débiles, mientras que la campafia de septiembre
fue llevada a cabo durante el periodo de relajacion de un pulso de afloramiento largo e
intenso. En contraste, la campafa de octubre coincidio con el desarrollo de una corriente
de agua célida y salina, caracteristica del final del periodo de afloramiento (Teira et
al.2001a).

En abril se distinguid el comienzo de la estratificacion térmica en la capa
superficial de la columna de agua, pero la presencia de aguas superficiales con
temperaturas <16 °C y salinidad >35.8 sobre la plataforma sugieren la aparicion previa
de un afloramiento en esta region (Figura 3.2). En agosto, se observo la respuesta tipica
de la columna de agua asociada a condiciones de afloramiento. La capa superficial de la
columna de agua mostré temperaturas mas frias en las estaciones de plataforma que en
las estaciones oceanicas, y las isotermas ascendian hacia la costa. Ademas, un frente
termohalino bien definido separaba las aguas de plataforma de las aguas oceanicas. La
relajacion del afloramiento dio paso a condiciones de no-afloramiento durante la
campafa de septiembre: la estructura termohalina se caracterizo por la estratificacion y
el frente termohalino que separaba las aguas de plataforma de las oceénicas,
desaparecio. En octubre se observa de nuevo el frente termohalino y una estratificacion
en las capas subsuperficiales (20-65 m), tanto como consecuencia de la influencia de
aguas frias como por la presencia de una corriente superficial de agua relativamente
calida (>18.5 °C) y salina, tipica de la época de transicion otofio-invierno en esta region
(Frouin 1990, Teira et al. 2001a).
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Las concentraciones de NID integradas para la zona eufdtica aumentaron
generalmente desde el océano hacia las zonas costeras (Figura 3.3). En la campafia de
agosto la concentracion de nitrato total (nitrato + nitrito) reflejo el efecto del
afloramiento costero, mientras que en septiembre el nitrato total decrecia cerca de la
costa pero aumentaba en las zonas de plataforma, como consecuencia de la relajacion
del afloramiento. Las concentraciones de amonio fueron bajas durante el episodio de
afloramiento, pero generalmente aumentaban cerca de la costa durante los periodos de
no-afloramiento (como en septiembre). Por su parte, las concentraciones de NOD
fueron considerablemente superiores a las de NID durante todas las campafias, y no
mostraron ningun patron de distribucion espacial claramente definido. EI NOD decrecia
desde el océano hacia la costa en la campafia de octubre, mientras que durante las
campafas de agosto y octubre mostrd poca variacion entre las diferentes zonas
muestreadas.

La biomasa microplancténica, indicada por la clorofila y la concentracién de
NOP (Figura 3.4) mostraron una distribucion espacial similar a lo largo de la plataforma
durante todas las campafias. Tanto Cla como NOP registraron los valores mas bajos en
abril, mientras que los valores mas altos se encontraron en las estaciones costeras en
agosto, durante condiciones de afloramiento, y en septiembre. Por el contrario, Cla fue
baja en octubre, mientras que NOP permanecia alto, sugiriendo la presencia de
cantidades significativas de materia no fotosintética (ej. organismos heterétrofos y/o
detritus).

La composicidn y abundancia de las especies de fitoplancton (resumida para las
campanas de agosto y octubre, Tabla 3.1) mostrd la distribucion tipica descrita para esta
region (ej. Casas et al. 1999). Durante condiciones de afloramiento, las especies de
diatomeas mostraron los valores mas altos (ej. Nitzschia pungens excedid, en promedio,
550 cél ml™), especialmente en las estaciones costeras, mientras que los dinoflagelados,
aunque estuvieron siempre presentes, fueron menos abundantes que las diatomeas. Por
el contrario, en condiciones de no-afloramiento se encontr6 una mayor abundancia de
dinoflagelados y criptoficeas que de diatomeas. Los flagelados (no determinados en la
campafia de agosto) alcanzaron una abundancia media <77 cél ml™ en las estaciones
costeras en octubre.
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Tabla 3.1. Abundancia media (+ EE, cél ml™) para la zona eufética de las principales especies de
fitoplancton para las zonas muestreadas durante condiciones de afloramiento (OMEX-0898) y no
afloramiento (OMEX-1099). Las zonas oceanicas y de plataforma no se muestrearon durante la campafia

OMEX-1099.
Oceénicas Talud Plataforma Costeras
Media n EE Media n EE Media n EE Media n EE

Campafia OMEX-0898 afloramiento
DINOPHYCEAE
Ceratium azoricum 0.00 5 0.00 0.00 10 0.00 0.26 5 0.19 0.00 15 0.00
Ceratium lineatum 0.00 5 0.00 0.00 10 0.00 0.20 5 0.20 0.01 15 o0.01
Dinoflagelados >30 um 025 5 0.19 05110 0.14 0.00 5 0.00 167 15 0.60
Dinoflagelados <30 pm 0.00 5 0.00 0.20 10 0.20 0.00 5 0.00 03315 0.33
Gyrodinium glaucum 0.00 5 0.00 0.50 10 0.22 0.00 5 0.00 047 15 0.32
Gyrodinium spirale 0.00 5 0.00 0.04 10 0.04 0.00 5 0.00 022 15 0.14
Prorocentrum micans 0.10 5 0.10 0.04 10 0.03 040 5 024 0.16 15 0.09
Scrippsiella trochoidea 0.00 5 0.00 0.20 10 0.20 0.00 5 0.00 0.00 15 0.00
Torodinium robustum 0.00 5 0.00 0.03 10 0.03 1.00 5 1.00 0.09 15 0.07
DIATOMOPHYCEAE
Chaetoceros spp. 0.00 5 0.00 0.90 10 0.46 440 5 225 1043 15 2.65
Coscinosira polychorda 0.00 5 0.00 0.00 10 0.00 740 5 299 03315 0.19
Leptocylindrus danicus 0.00 5 0.00 7.70 10 3.62 29.80 5 10.71 30.23 15 8.63
Leptocylindrus minimus 0.20 5 0.20 0.00 10 0.00 1820 5 6.22 753 15 227
Nitzschia longissima 0.00 5 0.00 11.14 10 5.01 13.60 5 13.53 2.60 15 0.60
Pseudonitzschia pungens 0.04 5 0.04 122.64 10 64.37 248.80 5 50.77 567.07 15 194,51
Pleurosigma acutum 0.00 5 0.00 6.85 10 3.61 3280 5 22.34 829 15 2.65
Schroederella delicatula 0.00 5 0.00 0.40 10 0.31 0.00 5 0.00 81315 275
Thalassiosira gravida 0.00 5 0.00 0.30 10 0.30 590 5 2.89 0.60 15 0.31
CHRYSOPHYCEAE
Solenicola setigera 0.00 5 0.00 1.00 10 0.80 0.00 5 0.00 0.00 15 0.00
Dictyocha fibula 0.20 5 0.09 0.20 10 0.20 0.00 5 0.00 0.00 15 0.00
Campafia OMEX-1099 no afloramiento
DINOPHYCEAE
Cachonina hallii - - - 1.33 10 0.76 - - - 39215 1.56
Dinoflagelados >30 um - - - 1.03 10 0.42 - - - 0.76 15 0.12
Dinoflagelados <30 pm - - - 30.43 10 4.32 - - - 50.12 15 10.76
Gyrodinium spp - - - 0.25 10 0.20 - - - 0.20 15 0.12
Prorocentrum balticum - - - 0.00 10 0.00 - - - 03715 0.21
Torodinium robustum - - - 0.20 10 0.09 - - - 0.33 15 0.13
DIATOMOPHYCEAE
Chaetoceros curvisetus - - - 1.16 10 0.62 - - - 201 15 0.96
Diatomeas céntricas <30 pm - - - 1.18 10 0.65 - - - 1.09 15 0.75
Nitzschia spp. - - - 0.14 10 0.14 - - - 112 15 0.93
Diatomeas pennadas <30 pum - - - 0.75 10 0.56 - - - 0.02 15 0.02
Pseudonitzschia pungens - - - 17.72 10 9.56 - - - 1583 15 9.21
Rhizosolenia imbricata - - - 0.49 10 0.15 - - - 02915 0.13
FLAGELADOS
Monadas >10 um - - - 1474 10 2.50 - - - 76.72 15 34.01
CRYPTOPHYCEAE
Cryptomonas spp. - - - 14.49 10 4.00 - - - 85.21 15 27.49
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3.3.2. Regeneracion de amonio y liberacion de NOD.

Las tasas de regeneracion de amonio y rNOD integradas en la capa eufética de la
columna de agua presentaron los valores mas bajos durante condiciones de afloramiento
(agosto), mientras que los valores més altos (2916 umol NH,* m? h* y 1296 pmol
NOD m h™) fueron registrados en septiembre (Figura 3.5). Las estaciones oceanicas
generalmente mostraron tasas de regeneracion de amonio mas elevadas que las
estaciones costeras (ej. como en las campafias de abril y agosto). Por su parte, las tasas
de rNOD en las zonas oceanicas fueron superiores a las de las zonas costeras en alguna
de las campanias, sin embargo, en septiembre no se encontro este patron, siendo las tasas
de rNOD similares en zonas costeras y oceanicas. Es importante sefialar que las tasas de
regeneracion de amonio siempre fueron superiores a las tasas de rNOD.

Con el objetivo de estudiar la variabilidad estacional, espacial y en profundidad,
se realizo un ANOVA (Sokal y Rohlf 1981) de las concentraciones de nitrégeno
particulado y disuelto, y de las tasas de liberacion de nitrégeno. Las concentraciones de
nitrégeno variaron significativamente entre estaciones, sin embargo la contribucion de
la estacionalidad a la varianza total fue <10% (Tabla 3.2). Por el contrario, la
variabilidad debida a las zonas batimétricas representd el 23% de la varianza total para
el caso del NOP, pero no fue estadisticamente significativa para el NOD, cuya
variabilidad fue debida principalmente al factor profundidad. En el caso de la
regeneracion de amonio, la Unica fuente significativa de variabilidad fue la estacional,
representando el 15% de la varianza total. En el caso del rNOD, ninguna de las fuentes
de variabilidad estudiadas fue significativa, sugiriendo que los procesos bioldgicos que
ocurren a escalas espaciales y temporales cortas son los que mas influyen en las tasas de
regeneracion de nitrogeno. Por otro lado, todas las concentraciones de nitrégeno vy la
concentracion de Cla estan positiva y significativamente correlacionadas con la
concentracion de amonio y NID (Tabla 3.3), asi como con rNH;" y rNOD. Sin embargo,
rNOD se correlacion6 con la concentracion de amonio y NID pero no con Cla ni NOP.

Las relaciones entre los valores medios integrados en la columna de agua de
rNH," y la concentracion de amonio indican que el amonio se absorbe a la misma escala
de tiempo que se regenera, porque apenas se acumulo en el agua (Figura 3.3). La tasa de
renovacion del NOD integrado en la columna de agua varié desde 48 dias, en las
estaciones oceénicas durante la campafia de agosto, hasta >1 afio, en las zonas de
plataforma y costeras durante la misma campafa (Figura 3.6). La tasa de renovacion
promedio se incrementaba desde el océano hacia la costa durante agosto, sin embargo
este patron no se observd durante las otras campafias. Estos resultados, junto con los
valores de la concentracion de NOD mostrados en la Figura 3.3 y las tasas de liberacion
de nitrogeno representadas en la Figura 3.5, sugieren la produccién de NOD semilabil
en las zonas de borde de plataforma y oceénicas, dado que el tiempo de renovacion del
NOD era bajo en estas zonas. Por otro lado, la acumulacion de NOD entre el verano y el
otofio sugiere la adveccion horizontal de NOD desde las zonas costeras hacia el exterior
de la plataforma.
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Figura 3.5. Tasas promedio (+ EE) de regeneracion de amonio y liberacién de NOD integradas en la zona
eufética. Las estaciones de muestreo se agruparon en 4 zonas batimétricas (ver Figura 3.2).
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Tabla 3.2. Distribucién de la variabilidad (SC, suma de cuadrados) de las concentraciones de nitrégeno
particulado y disuelto, y de las tasas de regeneracién de nitrogeno en los factores: estacional (4
camparias), zona batimétrica (4 zonas) y nivel de profundidad (3 niveles de profundidad dptica). El nivel
de significacion (p) de la variabilidad de cada uno de los factores se indica con asteriscos *: p < 0.05, ** :
p < 0.01, n.s. : no significativo. EI nimero de observaciones es de 90 para NOP y rNH,", y de 69 para

NOD y rNOD.
Variable Factores SC % Total SC p
NOP estacion 6.7 9.5 faied
zona 16.1 22.9 Fx
profundidad 5.7 8.1 *x
Total 70.4
NOD estacion 128.6 8.2 *
zona 99.2 6.3 n.s.
profundidad 222.2 14.2 **
Total 1569.0
rNH," estacion 29280.0 15.0 *
zona 647.7 0.3 n.s
profundidad 4957.0 25 n.s
Total 195692.3
rNOD estacion 2233.6 3.9 n.s.
zona 2265.8 4.0 n.s.
profundidad 4127.0 7.2 n.s.
Total 57329.2

Tabla 3.3. Correlaciones entre la clorofila a, las concentraciones de nitrégeno particulado y disuelto y las
tasas de regeneracion de nitrégeno estimadas a partir de los datos volumétricos. EI nimero de datos se
muestra en la semimatriz superior y los coeficientes de correlacién en la semimatriz inferior. El nivel de

significacion (p) se indica con asteriscos *: p < 0.05, ** : p < 0.01, n.s. : no significativo.

Variables Cla NOP NID NH,* NOD rNH,* rNOD
Cla ---- 80 80 80 59 80 59
NOP 0.985*** - 95 95 74 95 74
NID 0.957*** 0.964*** ---- 95 74 95 74
NH,* 0.978*** 0.993*** 0.974*** ---- 74 95 74
NOD 0.864*** 0.802*** 0.808*** 0.821*** ---- 74 74
rNH,* n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. — 74
rNOD n.s. n.s. 0.243* 0.233* n.s. 0.835*** ----
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Figura 3.6. Tiempo de renovacion (dias) promedio (+ EE) del NOD en la zona eufética. Las estaciones
de muestreo se agruparon en 4 zonas batimétricas (ver Figura 3.2).

3.3.3. Regeneracion de nitrdgeno, produccion primaria y estructura de tamafos.
En condiciones de afloramiento, la produccién primaria (PP) integrada vario

desde 25 mg C m? h™ en las estaciones oceanicas hasta >300 mg m? h™ en las

estaciones de plataforma y costeras (Figura 3.7). En octubre, durante condiciones de no-
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afloramiento, las tasas de PP presentaron valores mas bajos, con un valor medio <25 mg
C m? h en las estaciones del exterior de la plataforma y <50 mg C m? h™ en las
estaciones costeras. Por su parte, las tasas de pCOD variaron entre 38 y 14 mg C m? h*
(Figura 3.7), encontrandose los valores mas elevados en las estaciones costeras durante
el afloramiento de agosto (hasta 40 mg C m? h™). En octubre, la tasa promedio de
pCOD fue 15-20 mg C m™ h™ con pequefias variaciones a lo largo de las diferentes
zonas batimétricas. La estructura de tamafos de fitoplancton, expresada como el
porcentaje de contribucion de las células pequefias (<2 um) a la biomasa o0 a la
produccion primaria (Figura 3.7), muestra un predominio de las células grandes (>2
pm), particularmente en la costa durante condiciones de afloramiento, mientras que en
las zonas externas de la plataforma las células <2 um contribuyeron al 70% de la
biomasa y al 55% de la produccion primaria total. Por el contrario, durante condiciones
de no-afloramiento, el picofitoplancton domind la produccion primaria (65% PP <2um),
mientras que la contribucion a la biomasa de las células grandes y pequefias fue similar
(45% biomasa <2um).
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Figura 3.7. Tasas promedio (+ EE) de produccién primaria (PP; mg C m? h™) y produccién de COD
(pCOD; mg C m™? h") integradas en la columna eufética durante las campafias OMEX, y contribucién del
fitoplancton <2 pum a la concentracion total de clorofila a (% Cla <2 um) y a la produccion primaria (%
PP <2 um). Las estaciones de muestreo se agruparon en 4 zonas batimétricas (ver Figura 3.2).
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No se encontrd una relacion estadisticamente significativa entre las tasas de
pCOD y rNOD integradas en la columna de agua. Nuestros resultados muestran un
exceso de produccion de COD con respecto a la liberacion de NOD (Figura 3.8), dado
que el valor medio de la relacion pCOD:rNOD se situa sobre la linea que representa el
valor de la relacion molar de Redfield (6.6, Redfield et al. 1963). Por otro lado, durante
condiciones de afloramiento, la relacion pCOD:rNOD se reduce considerablemente
desde las zonas costeras hacia el océano. Sin embargo, en la campafia de octubre no se
observd este patrdn, siendo los valores medios de la relacion pCOD:rNOD similares en
la plataforma y en la costa.
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Figura 3.8. Valor promedio (= EE) de la relacion pCOD:rNOD (molar) durante las campafias OMEX.
Las estaciones de muestreo se agruparon en 4 zonas batimétricas (ver Figura 3.2). La linea discontinua
indica el valor de Redfield (6.6).

Con el fin de estudiar la relacion entre la produccion de sustancias disueltas y la
estructura de tamafios de fitoplancton se representaron las tasas de pCOD y rNOD sobre
el diagrama biomasa-produccion (B-P) propuesto por Tremblay y Legendre (1994). Los
valores mas bajos, tanto de pCOD como de rNOD, se encontraron en situaciones en las
que el picofitoplancton dominaba tanto la biomasa como la produccion (Figura 3.9). Por
otro lado, se encontr6 un incremento tanto en pCOD como rNOD en aquellas
situaciones en que las células <2 um contribuyen mas a la biomasa que a la produccion
primaria (esto es, los valores de pCOD y rNOD aumentan hacia la esquina inferior-
derecha del diagrama B-P de la Figura 3.9). La Unica excepcion, es el alto valor de
pCOD (aunque no de rNOD) medido en situaciones de afloramiento, dominadas por
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fitoplancton de tamafio grande (Figura 3.9). En contraste, la relacion entre pCOD:rNOD
y la estructura de tamafios de fitoplancton resulté ser mas compleja. Los valores mas
elevados de dicha relacion (>50) se encontraron durante condiciones de afloramiento,
con predominio de fitoplancton de tamafio grande (esquina inferior-derecha del
diagrama B-P de la Figura 3.9). Sin embargo, los valores mas bajos se encontraron en
situaciones donde las células <2 um contribuian relativamente mas a la produccién que
a la biomasa (esquina superior-izquierda del diagrama B-P de la Figura 3.9).
Desafortunadamente, la ausencia de medidas de pCOD en aquellos ambientes con una
mayor contribucion de las células pequefias a la biomasa que a la produccién (esquina
inferior-derecha del diagrama B-P de la Figura 3.9) no nos permite completar el rango
de situaciones troficas estudiadas.

3.4. DISCUSION.
3.4.1. Regeneracion de nitrogeno y afloramiento.

Los resultados presentados en este estudio son representativos de la variabilidad
en el grado de forzamiento fisico del medio pelagico, causado por la adveccion de las
aguas subsuperficiales, y su relacion con la composicion especifica y la estructura de
tamanos de fitoplancton caracteristicas del NO de la Peninsula Ibérica. Se encontrd un
enriquecimiento en nutrientes y un aumento en la biomasa de fitoplancton durante el
afloramiento de verano, exportacion de materia organica desde las rias y la plataforma
hacia zonas oceanicas durante la fase de relajacién del afloramiento y bajos niveles,
tanto de las concentraciones de nutrientes como de la biomasa de fitoplancton, durante
condiciones de no-afloramiento. Estos resultados concuerdan con otros estudios previos
realizados en esta region (Figueiras y Pazos 1991, Bode et al. 1994, Tilstone et al. 1999,
Teira et al. 2001a). Por otro lado, y hasta nuestro conocimiento actual, no hay ningin
trabajo previo que considere simultdneamente las tasas de liberacion de nitrogeno
organico e inorganico, y su relacién con la estructura de tamafios de fitoplancton y las
tasas de produccion de carbono organico particulado y disuelto.

Las tasas de regeneracion de nitrogeno medidas en esta investigacion se
encuentran dentro del rango de valores citados en estudios que utilizan el amonio como
fuente nitrogenada. Por ejemplo, nuestros valores de rNOD (10.9+29.9 nmol N I'* h™,
media+DT) son comparables a los valores recopilados por Bronk y Ward (2000) de
varios estudios en aguas costeras (rango de valores medios =12.4-61.9 nmol N I'* h™) y
oceénicas (1.6-26.4 nmol N I'* h™%). Sin embargo la absorcién de nitrato también puede
contribuir a la liberacion de NOD, particularmente durante los episodios de
afloramiento. Desafortunadamente, no disponemos de medidas de rNOD a partir de
nitrato, aunque los valores publicados en la zona de afloramiento de la Bahia de
Monterrey (Bronk y Ward 1999) indican que el porcentaje medio de rNOD no supera el
20% de la tasa de liberacion total de NOD (a partir de absorcion de amonio y nitrato).
De acuerdo con estos resultados, nuestros valores de rNOD se incrementarian por un
factor de 1.2 teniendo en cuenta el NOD liberado a partir de nitrato.
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Figura 3.9. Diagrama produccion/biomasa de las tasas de pCOD, rNOD vy la relacién pCOD:rNOD
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biomasa y a la produccidn total.
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Por su parte, el valor medio de la tasa de regeneracion de amonio en este estudio
(32.7+46.9 nmol N I h™', mediatDT) es comparable con otros valores descritos en
zonas de afloramiento costero (ej. 0-50 nmol N I h™*, Probyn et al. 1990) y ambientes
ocednicos (e]. 5.6-360.0 nmol N I h*, Glibert et al. 1982b), aunque menor que las tasas
de regeneracién medias encontradas en aguas costeras eutréficas (ej. >1pmol N It h™,
Glibert et al. 1982a, Bode y Dortch 1996). Estos valores también concuerdan con las
estimaciones de Barquero (1999) durante un ciclo anual en un area costera proxima a
nuestra regién de estudio.

La variabilidad espacial y estacional de los valores de rNH;" y rNOD esta ligada
a la dindmica de los episodios de afloramiento. Nuestros resultados mostraron valores
mas elevados de las tasas de liberacion de nitrdgeno en las zonas oceanicas que en
aquellas préximas a la costa, con la excepcién de la campafia realizada durante la fase
de relajacién de un afloramiento, encontrandose altos valores en todas las zonas
muestreadas. Ya que apenas se acumula en la columna de agua, se sugiere que el
amonio se absorbe a la misma escala de tiempo que se libera, particularmente en las
zonas externas de la plataforma y oceéanicas. Esto concuerda con las observaciones de
Dickson y Wheeler (1995) en una region de afloramiento, donde encontraron que las
tasas de absorcidn y regeneracién de amonio estaban en equilibrio. Estudios previos ya
habian mostrado la interdependencia entre la absorcion y regeneracion de amonio y
NOD (ver revisién en Glibert 1993), reflejada en nuestros resultados por la alta
correlacion encontrada entre rNH," y rNOD. Se encontré una acumulacion de NOD
desde el verano hasta el otofio en aguas oceanicas y de plataforma, probablemente
causada por la degradacion in situ de NOP (Kirchman et al. 1993, Carlson y Ducklow
1995) y por adveccion horizontal (Peltzer y Hayward 1996, Hansell y Waterhouse
1997) de aguas ricas en NOD producido cerca de la costa durante la estacion de
afloramiento. Varios estudios previos en esta region indican que durante las Gltimas
fases del afloramiento se produce una significativa remineralizacién de la materia
organica (ej. Alvarez-Salgado et al. 1993). Por otro lado, la adveccion de nitrégeno
organico disuelto hacia zonas oceanicas se sostiene debido a un descenso en la
concentracion media en la costa desde el verano hacia el otofio y la exportacion del
exceso de materia organica producida en las rias (Alvarez-Salgado et al. 1993, 1999,
Doval et al. 1997) y zonas costeras (Bode et al. 1998). Ademas, Alvarez-Salgado et al.
(2001) demostraron la importancia de los filamentos del afloramiento como un
mecanismo efectivo de exportacion de materia organica particulada y disuelta desde la
costa hacia el océano.

La labilidad del NOD depende de su composicion quimica, considerandose la
mayor parte del NOD oceénico refractario, con una tasa de renovacion media de varios
afios (Jackson y Williams 1985). Sin embargo, dos de los componentes principales del
NOD, como son la urea y los aminoécidos libres 0 combinados, pueden ser consumidos
tanto por las poblaciones de fitoplancton (Eppley et al. 1977, Antia et al. 1991) como
por las bacterias (Kirchman et al. 1989). En condiciones de afloramiento, la tasa de
renovacion del NOD decrece desde la costa hacia el océano, sugiriendo que el NOD
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liberado es facilmente degradable. Recientes estudios en la misma area han indicado
que una fraccion considerable del exceso de materia orgénica disuelta que se exporta
hacia las zonas oceanicas es labil o semilébil con una tasa de renovacion ~5 dias (Doval
et al. 1997, 1999, Alvarez-Salgado et al. 1999). Por otro lado, Barbosa et al. (2001)
concluyeron que las bacterias tenian poca capacidad de degradacion del COD en un
filamento de agua aflorada durante agosto 1998, favoreciendo la acumulacion de
materia organica disuelta en las zonas oceanicas. Estos autores sugieren que el bajo
consumo de COD por las bacterias podria explicarse tanto por la composicion del COD
como por la ausencia de nutrientes inorganicos en el filamento. En nuestro caso, el
consumo de COD por el bacterioplancton en situaciones de limitacién por nitrégeno
inorganico explicaria el descenso en la tasa de renovacion de NOD encontrado. Por el
contrario, la alta tasa de renovacion del NOD estimada en la campafa de agosto podria
ser consecuencia de las bajas tasas de rNOD medidas y, al mismo tiempo, de la
acumulacion del NOD refractario previamente liberado.

3.4.2. Desacoplamiento entre la liberacion de NOD y la produccion de COD.

La débil correlacion que generalmente se ha encontrado entre las
concentraciones de NOD y COD en estudios previos no solo es debida a las
incertidumbres asociadas con la metodologia empleada, sino también a la composicion
de la materia organica (Jackson y Williams 1985, Kirchman et al 1991) y a la ausencia
de acoplamiento entre la produccién de COD y NOD (Alvarez-Salgado et al. 1999). El
valor promedio de la relacion C:N para muestras individuales generalmente da lugar a
valores més elevados que aquellos derivados de la regresion lineal. En este sentido,
Doval et al. (1997) y Alvarez Salgado (1999) determinaron un valor promedio de la
relacion C:N ~15 en la Ria de Vigo, muy cercano al valor de 15.5 encontrado en aguas
del NO del Mediterraneo (Doval et al. 1999). Mas recientemente, Alvarez-Salgado et al.
(2001) encontraron que la mayor parte de la materia organica disuelta analizada en un
filamento de agua aflorada en el NO de la Peninsula Ibérica tenia un valor de la relacion
C:N de 19. En todos los casos, la relacion C:N de la materia organica disuelta fue
generalmente superior al valor de Redfield (Redfield et al. 1963), indicando una mayor
labilidad del NOD comparada con el COD. El valor promedio integrado de la relacion
C:N de las tasas de pCOD y rNOD en nuestro estudio fue siempre >30, indicando un
exceso de pCOD sobre rNOD. Este exceso puede ser atribuido, bien a una
subestimacion de la cantidad total de NOD liberado, o bien a un exceso de produccion
de carbohidratos. En el primer caso, ya ha sido mencionado que la absorcion de otras
fuentes nitrogenadas (nitrato y urea) puede contribuir a la liberacion de NOD. Si
asumimos una dependencia similar del rNOD a partir de absorcién de amonio y nitrato
(Bronk y Ward 1999) y recalculamos la relacion C:N de las tasas de absorcion teniendo
en la incorporacion de nitrato, ésta continda siendo superior al valor de Redfield y al
indice C:N determinado en estudios previos sobre las concentraciones de materia
orgénica disuelta en esta region (Doval et al. 1997, Alvarez-Salgado et al. 1999, 2001).
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En el segundo caso, el exceso de pCOD en relacion a rNOD podria estar
asociado con una excrecién activa de carbohidratos por parte del fitoplancton (Meon y
Kirchman 2001), particularmente mono- y polisacaridos, en situaciones de estrés por
nutrientes (Ittekkot et al 1981, Kirchman et al. 1991, Benner et al. 1992, Pakulski y
Benner 1994, Norrman et al. 1995). Fraga et al. (1999) dedujeron estequiométricamente
un aumento en la sintesis de carbohidratos en la capa superficial de la columna de agua
durante el periodo de relajacion de un episodio de afloramiento en la Ria de Vigo. El
exceso de COD medido podria también ser debido a una reducida actividad bacteriana
cuando las aguas comienzan a ser pobres en nutrientes inorganicos, tal y como
sugirieron Williams (1995) y Thingstad et al. (1997). Esta dltima hipotesis esta
sustentada por el bajo consumo de COD por parte de las bacterias determinado por
Barbosa et al. (2001) durante el episodio de afloramiento en agosto de 1998. Si no hay
suficiente nitrégeno inorganico disponible, las bacterias pueden obtener el nitrogeno de
la fraccion labil de NOD (Kirchman et al. 1989, Hasegawa et al. 2000b, 2001),
incrementandose por tanto el exceso relativo del COD con respecto al NOD. Este
exceso de COD contribuiria al mantenimiento de las bacterias, que son las principales
responsables de la respiracion en la columna de agua (del Giorgio et al. 1997, del
Giorgio y Duarte 2002). Ademas, Teira et al. (2001a) encontraron que la respiracion
excedia a la produccion primaria en las estaciones oligotroficas durante la misma
campafia OMEX que la de este estudio. Este exceso de COD seria compensado por los
procesos microbianos a una escala estacional (Sherr y Sherr 1996, Serret et al. 1999).

3.4.3. Estructura de tamarios de fitoplancton y relacion C:N de la materia organica
disuelta.

Mientras que la estructura de tamafos de fitoplancton refleja los cambios en el
forzamiento fisico del medio pelagico (principalmente causados por la dindmica de
afloramiento), la relacion entre pCOD y rNOD es mas compleja. Teira et al. (2001a)
encontraron que el porcentaje de liberacion de COD con respecto a la produccion
primaria total alcanzaba los maximos valores en situaciones de dominancia de células
pequerias. Nuestros resultados muestran que el rNOD se comporta de diferente manera
que el pCOD. Los méaximos valores tanto de pCOD como de la relacion pCOD:rNOD
se encontraron en condiciones de afloramiento con dominancia del fitoplancton de
tamafo grande tanto en biomasa como en produccion primaria. En este caso, el
principal mecanismo de produccion de COD podria ser atribuido a la excrecion directa
de carbohidratos por parte de las diatomeas dominantes (Fraga et al 1999, Teira et al.
2001a). Por el contrario, los maximos valores de las tasas de liberacion de rNOD se
detectaron en situaciones oligotréficas con dominancia de células <2 pm, pero
curiosamente cuando éstas contribuian mas a la biomasa que a la produccién primaria.
En este sentido, investigaciones recientes han encontrado que el fitoplancton de
pequefio tamarfio libera mayores cantidades de NOD que el fitoplancton de mayor
tamafo (Hasegawa et al. 2000b). Las altas tasas de liberacién de materia organica
disuelta por los flagelados dominantes en condiciones oligotroficas podrian ser debidas
a la mayor relacion superficie-volumen de estas células. En este caso, una menor
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abundancia de las diatomeas es consistente con una reduccion en la excrecion de
carbohidratos. Ademas, la menor contribucion de los flagelados de pequefio tamafio a la
produccion que a la biomasa sugiere que gran parte de estos organismos son
heterdtrofos, aumentando la liberacion de sustancias organicas disueltas a través de
mecanismos como la predacion y la alimentacion ineficiente de las presas (Gaul et al
1999, Nagata 2000, Hasegawa 2001). Por lo tanto, es esperable que la liberacién de
materia organica disuelta, particularmente de NOD, dependa mas de procesos
relacionados con la cadena tréfica microbiana (Tremblay y Legendre 1994, Legendre y
Rassoulzadegan 1995, Glibert 1998) que de aquellos relacionados con una excrecion
directa por el fitoplancton. Teira et al. (2001a) llegaron a una conclusion similar en un
estudio llevado a cabo en la misma region, analizando la relacion entre la incorporacion
total de carbono por el fitoplancton y pCOD.

La variabilidad en la relacion C:N de la materia orgénica disuelta recientemente
liberada indica la existencia de diferentes mecanismos tréficos en la dindamica del Cy N
en relacion con la estructura de tamafios de fitoplancton y con el metabolismo de la
comunidad microbiana. Un alto valor de C:N en situaciones de mayor contribucién de
las células pequefias a la biomasa que a la produccidn, y un menor valor de la relacion
en situaciones contrarias, es consistente con las predicciones del modelo de Tremblay y
Legendre (1994). Asi, aquellos valores que se encuentran por encima de la diagonal del
diagrama B-P de la Figura 3.9 indican la dominancia de células grandes, lo cual implica
una baja presion por predacion y bajas tasas de sedimentacion, asi como una menor tasa
de rNOD (y una menor relacion pCOD:rNOD). Alternativamente, los valores situados
por debajo de la diagonal reflejan una alta contribucion de las células pequefas a la
biomasa y, aunque en menor medida, a la produccion primaria. Por lo tanto, las altas
tasas de rNOD (y de la relacion pCOD:rNOD) estan méas asociadas con procesos
tréficos que fisiologicos. En este sentido, Miller y Glibert (1998) encontraron altas tasas
de liberacién de NOD causadas por la predacion de copépodos en situaciones de
limitacion por nitrégeno. Ademas, la adicion de copépodos (densidad de 21 copépodos
I'Y) en algunas botellas de incubacién durante la campafia de agosto de 1998
incrementaban las tasas de rNOD por un factor de 3 (resultados no publicados). Bronk y
Ward (2000), analizando datos de rNOD de varios ecosistemas, atribuyeron los altos
porcentajes de liberacion de rNOD (>50%) a una intensa actividad herbivora y
alimentacion ineficiente del microzooplancton. La débil correlacién encontrada entre las
concentraciones de NOD vy la biomasa y la produccion primaria de fitoplancton en el
NO de la Peninsula Ibérica durante el bloom primaveral (Bode et al. 2001a) apoyan la
importancia del herviborismo en relacion con rNOD.

49






CAPITULO 4

ABSORCION DE NITROGENO Y LIBERACION DE
NITROGENO ORGANICO DISUELTO (NOD) POR LAS
COMUNIDADES PLANCTONICAS DEL OCEANO
ATLANTICO, CARACTERIZADAS POR LA
ESTRUCTURA DE TAMANOS DE FITOPLANCTON






La investigacion expuesta en este capitulo se recoge en la publicacion:

Marta M. Varela, A. Bode, E. Fernandez, N. Gonzalez, V. Kitidis, M. Varelay EMS.
Woodward (enviado). Nitrogen uptake and dissolved organic nitrogen release in
planktonic communities characterised by phytoplankton size-structure in the Central
Atlantic Ocean. Deep Sea Research.

RESUMEN: Se midieron las tasas de absorcién de amonio, nitrato y urea, asi como la
liberacion de nitrégeno orgénico disuelto (NOD) en relacion a la estructura de tamafios
de fitoplancton a lo largo de un transecto latitudinal (49° N-33° S) en el Océano
Atlantico durante el periodo de transicion verano-otofio. El transecto incluyd dos areas
de afloramiento, dos giros oligotroficos y dos regiones templadas. Como resultado, las
tasas de absorcién de amonio (18-355 mmol m™ h™), nitrato (5-2830 mmol m? h'') y
urea (26-1212 mmol m? h™) cubrieron un amplio espectro de niveles de productividad.
El porcentaje de liberacion extracelular de NOD relativo a la cantidad total de nitrogeno
incorporado (PLE) presentd los valores mas elevados cuando se utilizaba nitrato
sustrato(media 42+3.1%, +EE) mientras la absorcién de amonio y urea present6 valores
de PLE maés bajos (22+2.1 y 26+1.6 %, respectivamente). Estos son los primeros
resultados publicados de liberacion de NOD a partir de absorcién de urea. Las células
pequefias (<2 um) contribuyeron entre un 20 y un 80% a la produccién primaria total,
mientras que la contribucion de estas a la concentracion total de clorofila a varié entre
un 50 y un 80%. La relacion entre el tamafio del fitoplancton y el PLE se cuantificé en
forma de una ecuacidn de regresién multiple a partir de la contribucion relativa de las
células <2 um a la biomasa y a la produccion primaria. Esta ecuacion predice
adecuadamente los valores de PLE en las regiones de afloramiento (<30%), dominadas
por fitoplancton de tamafio grande. Por el contrario, en los giros oligotréficos, en los
que las células pequefias dominaron la biomasa de fitoplancton pero no la produccion
primaria, la ecuacion calcula valores de PLE muy alejados de los medidos. En estas
areas, el PLE a menudo excedia el 50% y fue muy variable, lo cual sugiere que la
liberacion de NOD en el océano oligotrofico depende principalmente de procesos no
relacionados directamente con el tamario de los productores primarios.
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4.1. INTRODUCCION.

La produccion primaria depende en gran medida de la regeneracion in situ de
nitrégeno, indicada por un predominio de la absorcion de amonio y urea cuando los
aportes de nitrogeno nuevo (generalmente nitrato) son bajos (Dugdale y Goering 1967).
Las proporciones relativas de sustratos nitrogenados inorganicos y organicos presentes
en el medio tienen un impacto directo sobre las tasas de absorcion de nitrogeno, y
afectan tanto a la composicién de especies como a la estructura de tamafios de las
comunidades fitoplanctonicas (Glibert, 1998).

La regeneracion de amonio ha sido ampliamente estudiada, y se ha encontrado
que sus tasas son similares a las de asimilacion de amonio (Glibert et al. 1982b, Glibert
1998), sin embargo hay menos estudios sobre la liberacion de NOD (rNOD), a pesar de
gue actualmente se sabe que representa un flujo de nitrégeno importante (Bronk et al.
1994, Bronk y Ward 2000). La mayoria de las observaciones han sido hechas en
ecosistemas costeros y zonas templadas, no obstante hay poca informacion disponible
para las zonas oceanicas oligotroficas. Estudios previos sugieren que el NOD es una
importante fuente de nitrégeno para las poblaciones bacterianas (Jackson y Williams
1995, Antia et al 1991, Tupas y Koike 1991, Bronk y Glibert 1993), lo cual justifica el
creciente interés del estudio de rNOD en los ecosistemas planctonicos (Bronk et al.
1994, Bronk y Ward 1999, Vidal et al. 1999, Bronk y Ward 2000, Hasegawa et al
2000b, 2001, Ward y Bronk 2001,Varela et al. 2003b). No obstante, la mayoria de las
investigaciones se han concentrado en determinar la magnitud y el significado ecolégico
del carbono organico disuelto recién liberado (COD). Asi, varios trabajos han
determinado la existencia de altas tasas de produccién de COD con respecto a la
produccion primaria total, particularmente en el océano oligotréfico (ej. Teira el al.
2001b, 2003).

En las comunidades planctonicas la mayoria de los componentes orgénicos,
incluyendo el DON, se originan a partir de los productores primarios (Meon y
Kirchman 2001). Se ha propuesto la existencia de varios mecanismos para explicar la
liberacion de NOD por el fitoplancton, entre los cuales se incluyen la excrecion directa
por parte del fitoplancton, la excrecién por los heterétrofos, la alimentacion ineficiente
del zooplancton y la lisis celular por infeccion viral (ver revision en Nagata 2000). Sin
embargo, la técnica generalmente empleada para medir las tasas de liberacion de NOD
por las poblaciones microbianas estd basada en la liberacion de materia organica
disuelta en incubaciones de plancton durante 2-3 horas y no permite diferenciar el NOD
liberado por los diferentes procesos.

Algunos estudios han medido el porcentaje de liberacion extracelular de rNOD
(PLE): la fraccion de NOD liberado con respecto a la absorcién total de nitrogeno
(Bronk y Ward 2000, Hasegawa et al. 2000b, 2001). De acuerdo con Bronk y Ward
(2000), el PLE varia entre un 10 y el 35 % en diferentes ecosistemas marinos. Sin
embargo, estos porcentajes pueden alcanzar ocasionalmente valores considerablemente
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mayores 0 menores, sugiriendo que la ausencia o presencia de diferentes interacciones
troficas podrian explicar la liberacién de materiales disueltos. En este sentido, Bronk y
Ward (2001) mostraron que el PLE aumenta como consecuencia de la predacion intensa
y alimentacién ineficiente por parte del zooplancton, lo que sugiere que algunas de las
interacciones tréficas que dan lugar a elevadas tasas de rNOD dependen de la estructura
de tamafios de la comunidad. Conceptualmente, en los sistemas oligotroficos serian
esperables mayores pérdidas del nitrégeno recién incorporado hacia la materia organica
disuelta como consecuencia del predominio de las redes tréficas microbianas (Legendre
y Le Fevre 1995, Azam 1998). En estos sistemas, la liberacion de NOD seria debida
principalmente a la interaccion predador-presa entre bacterias y protozoos (Ward y
Bronk 2001). En los sistemas dominados por la red trofica clasica (fitoplancton-
metazoos) es esperable que se produzcan menores pérdidas de materiales disueltos,
debido a un menor nimero de pasos tréficos desde los productores primarios hasta los
consumidores (Azam 1998). Los modelos conceptuales sobre la importancia de la
estructura de tamafos de la produccion primaria y la biomasa fitoplanctonica (Tremblay
y Legendre 1994) sugieren que dicha estructura es el principal mecanismo responsable
del control de la organizacion trofica de las comunidades planctonicas v,
consecuentemente, también de los flujos de nitrégeno.

En esta investigacion se estudio la relacion entre las tasas de absorcion de
nitrégeno y la liberacion de nitrogeno organico disuelto con la estructura de tamafios del
fitoplancton, como indicador de la estructura tréfica del plancton, en un transecto
latitudinal del Océano Atlantico (49° N-33° S) a través de 6 provincias biogeoquimicas
(Longhurst 1998) con diferentes condiciones troficas.

4.2. MATERIAL Y METODOS.
4.2.1. Muestreo.

Las muestras se tomaron durante un transecto latitudinal (49° N - 33° S) en el
Océano Atlantico (Atlantic Meridional Transect [AMT]-11; ver Aiken et al. 2000),
realizado a bordo del buque oceanografico RSS James Clark Ross entre el 9 de
Septiembre y el 12 de octubre de 2000 (Figura 4.1). Se muestrearon 25 estaciones y en
cada una de ellas se realizaron perfiles verticales de temperatura, salinidad y
fluorescencia usando un CTD Seabird 911 acoplado a una roseta de muestreo equipada
con 12 botellas oceanograficas tipo Niskin. Adicionalmente se realizaron perfiles
verticales de irradiancia fotosintéticamente activa (PAR, 400-700 nm) con un perfilador
Optico SeaOPS (Aiken et al. 2000). A partir de los perfiles de irradiancia y fluorescencia
se seleccionaron entre 3 y 7 profundidades de muestreo entre la superficie y 200 m de
profundidad.
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Figura 4.1. Mapa de concentracion superficial de clorofila a obtenido a partir de datos de color del mar
medidos a partir de satélite con el sensor SeaWiFS y promediados para los meses de septiembre y octubre
de 2000. Se indican los limites entre cada una de las 6 provincias biogeoquimicas atravesadas : NADR
(North Atlantic Drift Province), NAST (North Atlantic Subtropical Gyral Province), CNRY (Eastern
Canary Coastal Province), ETRA (Eastern Tropical Atlantic Province), SATL (South Atlantic Gyral
Province) y BRAZ (Brazil Current Coastal Province) (Longhurst 1998). La imagen de satélite la
proporciond el Remote Sensing Group (Plymouth Marine Laboratory, UK).
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4.2.2. Concentracién de clorofila a fraccionada por clases de tamafio, produccion
primaria y abundancia de fitoplancton.

En cada estacion, se filtraban 250 ml de cada muestra de agua de mar de 7
profundidades seleccionadas en la zona eufética a traves de filtros de policarbonato de
2.0 y 0.2 pm. Los filtros eran inmediatamente introducidos en viales de vidrio que
contenian 10 ml de acetona al 90% y se mantenian a -20 °C durante 12 h, periodo en el
que tendia lugar la extraccion de los pigmentos fotosintéticos. La determinacion de la
concentracion de clorofila a se realizo utilizando un fluorimetro Turner 10-AU
previamente calibrado utilizando patrones de clorofila a comerciales. La concentracion
de clorofila a de la comunidad de fitoplancton se calculé como la suma de la clorofila a
en cada una de las fracciones de tamario.

La produccion primaria fraccionada por clases de tamafio se midié en 5
profundidades correspondientes a los porcentajes de irradiancia superficial
comprendidos entre el 97 y el 1%. En cada estacion se llenaban 4 botellas de
polipropileno, previamente lavadas con HCI, con 75 ml de agua de mar y se inoculaban
con una solucién de entre 2.5 y 7.4 kBq mlI™ (0.07-0.20 pCi ml™) de NaHCOs. A
continuacion se incubaban durante 6 horas en incubadores que simulaban la irradiancia
correspondiente a las profundidades de origen de las muestras. Finalizado el periodo de
incubacion, el contenido de cada botella se filtraba a travées de filtros de fibra de vidrio
GF/F. Los filtros se exponian a vapores de HCI concentrado durante 12 h con el fin de
eliminar el NaH'CO3 adsorbido en el filtro. Una vez descontaminados, se media la
radioactividad retenida en cada filtro utilizando un contador de centelleo liquido LKB-
B. Se utilizd un estandar externo para la correccion del efecto “quenching”. La tasa de
produccion primaria total se estim6 a partir de la suma de la produccion primaria
determinada en cada una de las fracciones por separado.

La composicion y abundancia de las especies de fitoplancton se determind en
muestras de 250 ml de agua de mar fijadas con solucion de Lugol. Previamente al
analisis, las muestras se dejaban sedimentar en cadmaras Utermdhl de 25 ml durante al
menos 24 h. La determinaciéon y cuantificacion de la abundancia de las diferentes
especies de fitoplancton se realizé utilizando un microcopio invertido con contraste de
fase. Adicionalmente, por microscopia de epifluorescencia se cuantificaron las
cianobacterias cocoides del genero Synechococcus en muestras de agua de mar fijadas
con glutaraldehido al 2.5%, que eran filtradas a través de filtros de membrana de 0.2
um. Las muestras se observaban a 1250 aumentos y las cianobacterias se reconocian por
su autofluorescencia amarillo-anaranjada cuando se iluminaban con luz azul (Bode et al.
2001b).

4.2.3. Determinaciones de nitrégeno.

Se tomaron 250 ml de agua de mar en botellas de policarbonato, previamente
lavadas con HCI diluido, procedente de 3 profundidades dpticas correspondientes a los
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porcentajes de irradiancia superficial equivalentes al 100, 7 y 1%. A continuacion, las
botellas se inoculaban con 0.1 uM de amonio ((**NH,),S04), nitrato (K*®NOs) o urea
((**NH,),CO) y se incubaban durante 2-3 horas en incubadores como los descritos para
la produccion primaria. Las incubaciones con cada fuente de nitrégeno se realizaban por
duplicado. Una vez finalizado el periodo de incubacion, las muestras eran procesadas de
acuerdo con el método descrito en Slawyk et al. (1998). El nitrogeno organico
particulado (NOP) se retenia en filtros de fibra de vidrio tipo GF/F, mientras que el
filtrado se recogia en botellas PYREX y se preservaba con HgCl, hasta la posterior
determinacion de las concentraciones y del enriquecimiento en >N de NOP, NID y
NOD. El N remanente en las formas inorganicas al final de la incubacion era
eliminado mediante difusién de amonio en medio alcalino, mientras que el *°N en el
NOD se recuperaba mediante oxidacién a nitrato y posterior reduccién a amonio
(Slawyk y Raimbault 1995, Slawyk et al. 1998). Adicionalmente, se realizaron
determinaciones de las concentraciones de nitrégeno y enriquecimiento en *°N tanto en
la fase particulada como en la fase disuelta en muestras inoculadas y filtradas de
inmediato, sin periodo de incubacion.

La concentracién de nutrientes inorganicos disueltos se determind siguiendo las
técnicas descritas en Woodward y Rees (2001). La concentracion de NOs” y NO;,™ se
midi6 por analisis colorimétrico, usando un Technicon Autoanalyser Il, mientras que las
determinaciones de NH," se realizaron mediante una técnica fluorimétrica que permite
obtener concentraciones nanomolares a partir de la difusién de amonio a través de una
membrana de teflon (Jones 1991). Las determinaciones de NOD se realizaron por
oxidacion con persulfato magnésico, como se describe en Slawyk y Raimbault (1995) y
Slawyk et al. (1998) (ver Capitulo 2). La concentracion de urea se determind por un
ensayo colorimétrico, a partir de la formacion de imidazolona, que da lugar a la
formacion de un complejo rojo (Goeyens et al. 1998). La determinacion del NOP se
realizd mediante un analizador de CHN Perkin Elmer 2400. Los andlisis de la
abundancia de N fueron realizados utilizando un espectrémetro de masas (Thermo
Finnigan Mat Delta Plus). Los filtros que contenian el material particulado se dejaban
secar a 50 °C antes del analisis, mientras que el NID y el NOD se recogian en filtros de
fibra de vidrio, previa conversion de todas las formas nitrogenadas a NH," (Slawyk y
Raimbault 1995). Estos filtros se secaban y se analizaban como los filtros con la materia
particulada.

Se realizaron ensayos para determinar la eficiencia de recuperacion de N al
final del periodo de incubacion, la contaminacion de la muestra con nitrdgeno no
marcado Y la eficiencia de eliminacién de NID durante el aislamiento de NOD segun las
recomendaciones de Slawyk y Raimbault (1995), Raimbault et al. (2000) y Hasegawa et
al. (2000b). Todos estos efectos fueron compensados en el calculo final de rDON. La
eficiencia de recuperacion de N fue generalmente >95%, como la encontrada en otros
estudios (Hasegawa et al. 2000b, Raimbault et al. 2000), mientras que el efecto de la
contaminacion de la muestra con nitrégeno no marcado, principalmente NH,*, fue
despreciable (Slawyk y Raimbault 1995). El porcentaje de enriquecimiento en °N de
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los diferentes compartimentos de nitrogeno y la variabilidad entre réplicas se muestra en
la Tabla 4.1. La variabilidad media fue ~20%.

Tabla 4.1. Rango del porcentaje de enriquecimiento en °N (R) y diferencia media entre las estimaciones
de dos réplicas de muestras de nitrégeno organico e inorganico analizados durante el estudio (n = 75).

Pool de N R (%) Diferencia media (%) n
Nitrégeno inorgénico disuelto (NID) 0.3469 — 97.0874 22.6 75
Nitrédgeno organico particulado (NOP) 0.0040 - 1.7816 22.8 75
Nitrédgeno organico disuelto (NOD) 0.0003 - 0.7028 20.2 75

n: namero de pares de réplicas

El calculo de las tasas de rNOD a partir de nitrato y amonio se realizo segun el
procedimiento indicado en Slawyk et al. (1998) mediante las férmulas descritas en la
Tabla 4.2. En el caso de la urea no es posible distinguir el remanente de urea marcada al
final de la incubacion del NOD marcado y liberado durante la misma, ya que la urea no
se elimina en el paso de la eliminacion de NID. Por tanto la liberacion de NOD en
incubaciones con urea se estimo teniendo en cuenta la dilucion isotdpica y el balance de
masas del N en las fracciones particulada y disuelta durante el periodo de incubacion.
Para ello se considerd que el NOD liberado durante la incubacién con urea incluia **N
procedente de la asimilacion de N no marcado (**N) inmediatamente antes de la
inoculacion. Este NOD producira una dilucion isotépica del NOD marcado que se
traducira en un enriquecimiento en N menor del esperado, teniendo en cuenta el N
incorporado en el NOP. Asi, el balance de masas de *°N durante la incubacién sera:

RN9P; NOD, = RNVP; NOD; + RN°P NOP (1)

siendo RN°P;, RN°P; y RN |os enriquecimientos en >N (exceso sobre la abundancia

relativa natural) en las fases disueltas al principio (NODy) y al final de la incubacion
(NODy), y en la fase particulada al final de la incubacion (NOP), respectivamente. El
enriquecimiento en **N medido en el NOD al final de la incubacién (RNPs,) estara
reducido por la dilucién con NOD no marcado recién liberado (**NOD):

RNOP; = RNOP, NOD; / (NOD; + *NOD) (2)
A su vez NODs (remanente de >N marcado) se podra calcular como:

NOD;= NOD, - RN NOP (3)

La combinacién de las ecuaciones (1), (2) y (3) permite estimar **NOD:
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“NOD = ([RN°°; NODy - RNP NOP] / RN°P;)) - NODg + RN NOP  (4)
y, teniendo en cuenta el tiempo de incubacioén (t), la tasa de liberacion de **NOD:
rNOD""** = ““NOD / t (5)

Para comparar estos valores con los obtenidos mediante la medida directa de >N
en NOD al final de las incubaciones con amonio y nitrato (rNOD™* y rNODN?,
respectivamente) se asume que el fraccionamiento isotdpico para los procesos
implicados en la liberacion de NOD (es decir la preferencia por la movilizacion
diferencial de **N o N) es muy pequefio. En cualquier caso, las tasas de rNOD""®
obtenidas tienen una mayor incertidumbre que las de rNODN™* y rNODN®*", dado el
mayor numero de asunciones y variables implicadas en el célculo de la primera
(ecuacion (4) y Tabla 4.2). Finalmente, se estimaron las tasas totales de absorcién y
liberacion de nitrogeno como suma de las tasas medidas con cada uno de los sustratos.

4.3. RESULTADOS.
4.3.1. Estructura termohalina de la columna de agua.

La distribucion espacial de la temperatura y la salinidad refleja las caracteristicas
hidrograficas de las diferentes provincias biogeoquimicas (de acuerdo con Longhurst
1998) que se cubrieron durante la campafia (Figura 4.2): North Atlantic Drift Province
(NADR), North Atlantic Subtropical Gyral Province (NAST), Eastern Canary Coastal
Province (CNRY), Eastern Tropical Atlantic Province (ETRA), South Atlantic Gyral
Province (SATL) y Brazil Current Coastal Province (BRAZ). En el extremo norte del
transecto, las isotermas e isohalinas indican que la capa superficial de la columna de
agua esta bajo la influencia de agua fria y profunda, mientras que el hundimiento de las
isolineas marca la region donde el transecto atraviesa el giro subtropical del Atlantico
Norte (NAST). Hacia el sur del NAST, el transecto se aproxima al NO de la costa
africana, entrando en la provincia CNRY (~23 — 15° N), donde el afloramiento queda
marcado por el ascenso de las isotermas e isohalinas desde el 22 al 20° N. Al sur de la
latitud 15° N el transecto cruza la provincia biogeoquimica ETRA (~11 °N - 10° S), en
la cual podemos observar distintas caracteristicas hidrograficas. Aproximadamente en
15° N, la temperatura superficial, la salinidad y la profundidad de la termoclina
descienden progresivamente hasta alcanzar el Domo de Guinea (~12° N). Al norte del
ecuador (~4° N), la convergencia tropical norte, situada entre la Corriente Ecuatorial Sur
y Norte provoca una separacion entre las isotermas en los 100 primeros metros de la
columna de agua, causando el hundimiento de la termoclina hasta ~70 m. Al sur de
ETRA, la termoclina se localiz6 ~50 m en la divergencia ecuatorial, donde la elevacion
de las isotermas e isohalinas, asi como un incremento en la concentracion de Cla,
revelan un intenso afloramiento (Figura 4.2). Una termoclina poco profunda, como la
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Tabla 4.2. Terminologia y ecuaciones utilizadas para calcular las tasas de nitrégeno durante este estudio. El célculo de la liberacién de NOD a partir de urea
(rNOD""®) se explica con mayor detalle en el texto.

Simbolo Definicion Referencia
NXX = NO3, NH," 0 (NH,),CO (urea) fuente de nitrégeno inoculada

NOD nitrégeno organico disuelto

NOP nitrégeno organico particulado

Ry H4* abundancia de N % en NH," en exceso respecto a la abundancia

natural de N (0.365 %) al comienzo de la incubacion

R abundancia de '5N % en NXX en exceso respecto a la abundancia

natural de *5N del mismo compuesto al final de la incubacion

R = [Rg "/ In (R 1 RgH] {1 -exp [-In (R / RV} promedio exponencial de Ryy R; en el caso de NH,* Glibert et al. 1982b

RNOP abundancia de "N en NON en exceso respecto a la abundancia
natural de "N al final de la incubacion
RNOP abundancia de "N % en NOD en exceso respecto a la abundancia
natural de "N al final de la incubacion
t tiempo de incubacidn (h)
pNXX = RN NOP / (R 1) absorcion de NO; o urea Dugdale y Goering 1967
pNH," = RN NOP / (R 1) absorcion de NH," Glibert et al. 1982b
rNOD™ = RNP NOD / (R 1) liberacion de NOD a partir de amonio o nitrato Bronk et al. 1994
(= "extracellular pool DON release = loss of **N from DIN to Slawyk et al. 1998
DON") Bronk y Ward 2000
PLEM™ = 100 rNOD* / (pNXX + rNOD) Porcentaje de liberacion extracelular de NOD (%) a partir de NXX
f=pNO; / (pNO3 + pNHy") relacion entre absorcion de nitrato y la absorcion de nitrato +
amonio (indice f)
f' = pNO3 / (pNO3 + pNH, "+ pUrea) indice f estimado a partir de las tasas de absorcion de NOs', NH;"y

urea
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encontrada en ETRA, es caracteristica de esta area tropical durante el periodo de
transicion otofio-invierno como consecuencia de la intensificacion de los vientos alisios
(Longhurst 1998). Al sur de 12° S, el hundimiento de la capa superficial de mezcla por
debajo de los 100 m marca el limite entre ETRA y SATL. Un frente termohalino ~25 °S
marca la transicion de SATL hacia las aguas mas frias y salinas de BRAZ. En el
extremo sur del transecto (~30° S), las isotermas y las isohalinas se elevan hacia la
plataforma, como ocurria en el extremo norte.

Temperatura (°C)

NADR NAST  CNRY ETRA SATL  BRAZ
ot by 4 v v IR IR EREEIE a
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Figura 4.2. Distribucion espacial de (a) temperatura (°C) y (b) salinidad a lo largo del transecto AMT-11.
Las flechas y las barras indican las estaciones muestreadas y la extension de cada provincia
biogeoquimica, respectivamente. La profundidad de la capa eufética (>1% de irradiancia superficial) esta
indicada por una linea discontinua.
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4.3.2. Clorofila ay composicion de las especies de fitoplancton

Se encontraron bajas concentraciones de Cla (<0.9 mg m™) durante la mayor
parte del transecto (Figura 4.3). Los valores minimos se midieron en los giros
oligotroficos norte y sur (NAST y SATL), donde las concentraciones fueron <0.1 mg
m™. En las latitudes més bajas, el maximo profundo de Cla se encontré en la base de la
capa eufotica, como ha sido descrito en trabajos previos (Marafion et al. 2000). Este
méximo presenté valores de Cla >0.2 mg m™ y fue mas profundo en SATL que en
NAST, como consecuencia de la localizacion de la termoclina a una mayor profundidad
en el giro oligotréfico sur. La region de afloramiento de CNRY y la zona ecuatorial de
ETRA presentaron concentraciones de Cla ligeramente superiores a las medidas en los
giros oligotroficos, encontrandose los valores maximos cerca de la superficie (>0.5 mg
m™). Sin embargo, los valores més altos de Cla medidos a lo largo del transecto se
encontraron en NADR, provincia biogeoquimica caracterizada por un maximo de Cla
subsuperficial.

Clorofila-a (mgm3)
NADR NAST CNRY ETRA SATL BRAZ
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Figura 4.3. Distribucién espacial de la concentracion de clorofila a a lo largo del transecto AMT-11. Las
flechas y las barras indican las estaciones muestreadas y la extension de cada provincia biogeoquimica,
respectivamente. La profundidad de la capa eufética (>1% de irradiancia superficial) est4 indicada por
una linea discontinua.

Los dinoflagelados de pequefio tamafio (<30 um) dominaron la comunidad
de nano- y microplancton en todas las provincias biogeoquimicas, con valores
medios que excedian 60 células ml™ en ETRA (Tabla 4.3). Las diatomeas, aunque
estuvieron siempre presentes, fueron menos abundantes que los dinoflagelados.
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Tabla 4.3. Abundancia media (+ error estandar, EE, sep m™) de las principales especies de fitoplancton. Las estaciones de muestreo se agruparon en
las 6 provincias biogeoguimicas atravesadas durante el transecto AMT-11. n = nimero de muestras.

NADR NAST CNRY ETRA SATL BRAZ

media EE n media EE n media SE n media EE n media EE n media EE n
DINOPHYCEAE
Cachonina hallii 271 131 8 132 0.37 16 092 0.20 13 147 0.00 31 199 0.00 12 114 0.00 8
Dinoflagelados >30 pm 092 016 8 059 0.04 16 1.03 0.25 13 058 0.25 31 0.48 0.97 12 059 023 8
Dinoflagelados <30 um 46.33 433 8 1163 1.01 16 26.73 3.49 13 60.36 4.92 31 2353 0.02 12 3411 335 8
Gonyaulax polygramma 113 112 8 0.00 0.00 16 0.00 0.00 13 0.00 0.00 31 0.03 0.00 12 0.00 000 8
Oxytoxum coronatum 012 012 8 0.04 0.04 16 0.37 0.05 13 154 001 31 042 0.00 12 062 002 8
Prorocentrum balticum 163 129 8 034 0.14 16 020 0.18 13 0.38 0.00 31 0.08 0.00 12 1.05 036 8
Prorocentrum dentatum 0.00 000 8 0.03 0.02 16 0.09 0.07 13 079 019 31 0.08 0.00 12 003 000 8
Prorocentrum minimum 092 036 8 0.07 0.04 16 021 0.11 13 0.03 0.00 31 0.12 0.07 12 058 041 8
Torodinium robustum 025 0.08 8 0.15 0.06 16 024 0.02 13 1.07 0.00 31 0.26 0.08 12 020 006 8
DIATOMOPHYCEAE
Chaetoceros spp. 0.00 0.00 8 0.02 0.01 16 025 0.11 13 0.04 0.00 31 0.03 0.02 12 053 031 8
Climacodium frauenfeldianum 0.00 0.00 8 0.00 0.00 16 171 161 13 0.00 0.01 31 0.00 0.00 12 0.00 000 8
Diatomeas pennadas >30 pm 0.00 0.00 8 0.00 0.00 16 0.05 0.03 13 019 057 31 0.10 0.03 12 008 001 8
Diatomeas pennadas <30 pum 0.02 0.02 8 0.04 0.04 16 0.35 0.35 13 112 093 31 0.05 0.03 12 0.19 0.07 8
Neodelphineis sp. 187 082 8 0.33 0.28 16 050 0.39 13 0.08 0.17 31 0.00 0.00 12 034 024 8
Nitzschia bicapitata 012 012 8 0.16 0.07 16 0.13 0.08 13 238 1.23 31 1.02 022 12 037 001 8
Nitzschia longissima 182 049 8 0.03 0.01 16 272 0.28 13 095 0.02 31 0.00 0.00 12 127 078 8
Pseudo-nitzschia pseudodelicatisima 0.17 010 8 0.02 0.01 16 0.22 0.06 13 087 0.02 31 0.18 0.07 12 0.05 003 8
Pseudo-nitzschia turgidula 192 177 8 0.03 0.02 16 0.06 0.06 13 031 0.00 31 0.02 0.01 12 0.16 006 8
Rhizosolenia fragilissima 0.00 000 8 0.00 0.00 16 0.08 0.07 13 0.02 0.00 31 0.00 0.00 12 0.65 046 8
FLAGELADOS
Ménadas >8 pm 85.07 10.27 8 10.81 1.37 16 1250 2.24 13 1892 0.00 31 691 0.22 12 32.02 1413 8
PRYMNESIOPHYCEAE
Phaeocystis pouchetii 0.80 058 8 0.00 0.00 16 042 042 13 028 0.18 31 0.00 0.00 12 072 051 8
CRYPTOPHYCEAE

Cryptomonas spp. 2020 140 8 195 0.47 16 425 0.45 13 9.16 049 31 149 0.22 12 3.16 144 8
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Las especies formadores de largas cadenas como Climacodium frauenfeldianum
y Nitzschia longissima, asi como las células aisladas de Nitzschia bicapitata fueron las
diatomeas més abundantes (hasta ~3 cél mI™) en la regién de afloramiento de CNRY y
la zona ecuatorial de ETRA (Tabla 4.3). Los flagelados y las criptoficeas estuvieron
también presentes en cantidades significativas, mostrando los valores mas altos de
abundancia (85 y 20 cél. ml™) en NADR.

La abundancia de Synechoccocus (Figura 4.4) fue generalmente baja en aguas
oligotréficas, como en NAST y en la zona de transicion entre ETRA y SATL (<3 x 10°
cél ml™), pero alcanzé altos valores (>50 x 10° cél ml™') en aquellas zonas con
concentraciones de Cla relativamente elevadas (particularmente en las estaciones del
afloramiento de CNRY vy las aguas ecuatoriales de ETRA). Tanto la distribucién como
los valores de abundancia concuerdan con los datos previamente publicados, obtenidos
por citometria de flujo (Zubkov et al. 1998). Sin embargo, en nuestro estudio se
detectaron diferencias en la abundancia de Synechococcus entre los giros oligotroficos
norte y sur. Mientras que en NAST los valores de abundancia fueron bajos en la mayor
parte de las estaciones, en SATL variaron desde <2 hasta >20 cél ml™, con un
incremento hacia el centro del giro y un descenso hacia el limite con BRAZ (Figura
4.4).
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Figura 4.4. Distribucién media (+ EE) de la abundancia de Synechoccocus (x10° cél mI™) en la zona
eufotica durante el transecto AMT-11. Se indica la extension de las provincias biogeoquimicas.
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4.3.3. Tasas de absorcidn de nitrégeno y liberacion de NOD: variabilidad vertical.

Las tasas de absorcion de amonio (pNH,") fueron, generalmente, mas elevadas
en la superficie o en las capas intermedias de la columna de agua que en la base de la
zona eufdtica (Figura 4.5). Los valores maximos, a menudo, no excedian de 2 nmol I*
h™*, aunque llegaron a alcanzar hasta 8 nmol I h™* en algunas estaciones de NADR. Por
el contrario, los valores méas altos de absorcién de nitrato (pNO3") se encontraron en la
base de la capa eufotica. Por su parte, la distribucion vertical de la tasas de absorcion de
urea (pUrea) presentd un patron intermedio entre las descritas para el NH;" y el NOg3,
aunque generalmente su valor decrecia con la profundidad. Los valores de pUrea
fueron, en general, <5 nmol I h™, exceptuando algunas estaciones de ETRA y BRAZ
donde alcanzaron hasta 24 y 18 nmol I h?, respectivamente. Se encontré una
correlacion positiva y significativa entre las tasas de absorcion de nitrégeno y cada uno
de los tipos de sustratos (r = 0.677, p < 0.001, n = 67; r=0.916, p < 0.001, n =56; r=
0.821, p < 0.001, n = 70, para NH,", NOs™ y urea, respectivamente). En todos los casos
las tasas de absorcién de nitrdgeno siempre excedieron a las de liberacion de NOD.

Los perfiles verticales de rNOD (Figura 4.6) mostraron un patron similar al
descrito para la absorcidn de nitrogeno en cada una de las provincias biogeoquimicas
estudiadas. Por su parte, las tasas de rNOD también se correlacionaron
significativamente con cada uno de los sustratos utilizados (r=0.829, p <0.001, n =67; r
=0.734, p <0.001, n =56; r =0.648, p <0.001, n =70, para NH;", NOs y urea,
respectivamente). Las tasas de liberacion de NOD a partir de la absorcion de NH,"
(rNODN™) 0 urea (rNOD""™) fueron menores que las medidas a partir de incubaciones
con NO; (rNODY*) (hasta 59 nmol I* h; t-Student, p <0.001, n =225). La tasa
promedio de rNOD (+ error estandar, EE) fue 0.30+0.04, 3.40+0.92 y 1.74+0.24 nmol
It h!, para NH,", NOs™ y urea, respectivamente (n =75).

La distribucién vertical de PLE (Figura 4.7) mostré diferentes patrones
dependiendo del componente nitrogenado considerado. Los valores de PLE resultantes
de la absorcién de amonio y urea (PLEN"** y PLEY"™, respectivamente) generalmente
aumentaban en profundidad. En contraste, el PLE a partir de la utilizacion de NO3’
(PLEN9*) no mostré ningln patrén vertical claramente definido, excepto en NAST y
SATL donde los valores decrecian ligeramente en profundidad. En todos los casos, el
valor promedio de PLEN®® (42 %) fue significativamente superior al PLEN™* o PLEY™
(22 y 26 %, respectivamente, t-Student, p <0.001, n =210).

En conjunto, la liberacién de NOD mostré un patrén similar a la distribucion de
Cla. Asi, la absorcion de nitrégeno y la liberacion de NOD se correlacionaron con Cla 'y
NOP (Tabla 4.4). Por el contrario, no se encontré correlacion entre Cla o NOP y PLE
para ninguno de los sustratos utilizados.
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Figura 4.5. Distribucion vertical de las tasas promedio (+ EE) de absorcion de NH," (barras blancas),
NO; (barras negras) y urea (barras grises) en las diferentes provincias biogeoquimicas estudiadas (ver
Figura 4.1). lo: irradiancia expresada como porcentaje de la irradiancia superficial. Notese que la escala
del eje X en el grafico de la provincia biogeoquimica CNRY es diferente a la escala utilizada en el resto
de las otras provincias. EI nimero de casos promedio de cada barra se corresponde con el nimero de
estaciones de cada provincia (ver Figura 4.2).
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Figura 4.6. Distribucion vertical de las tasa promedio (+ EE) de liberacion de NOD a partir de
incubaciones con NH,* (barras blancas), NOs (barras negras) y urea (barras grises) en las diferentes
provincias biogeoquimicas estudiadas (ver Figura 5.1). lg: irradiancia expresada como porcentaje de la
irradiancia superficial. Ndtese que la escala del eje X en el grafico de la provincia biogeoquimica CNRY

es diferente a la escala utilizada en el resto de las otras provincias. EI nimero de casos como en la Figura
4.5.
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Figura 4.7. Distribucion vertical de los valores medios (+ EE) del porcentaje de liberacién extracelular de
NOD (PLE) con respecto a la absorcion de NH," (barras blancas), NO;™ (barras negras) y urea (barras
gris) en las diferentes provincias biogeoquimicas estudiadas (ver Figura 5.1). lo: irradiancia expresada
como porcentaje de la irradiancia superficial. EI nimero de casos como en la Figura 4.5.
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4.3.4. Concentraciones y tasas de absorcion de nitrégeno, y liberacion de NOD:
variabilidad latitudinal.

La concentraciones medias de NID integradas en la capa eufética fueron
bastante variables a lo largo del transecto, desde 13 mmol N m™ en el giro oligotréfico
sur (SATL) hasta >400 mmol N m? en el afloramiento de CNRY y en la region
ecuatorial de ETRA (Tabla 4.5). Las concentraciones de urea integradas en la capa
eufética presentaron un rango de variacién menor, desde 16 mmol N m™ medidos en
NAST hasta 41 mmol N m™? encontrados en SATL. Aunque siempre se detectaron
concentraciones de NH,4", la contribucion media del NH;" a la concentracion total de
nitrégeno integrada en la capa eufotica fue generalmente baja durante la mayor parte del
transecto, mostrando su mayor contribucién (20 %) en la region templada norte
(NADR). En contraste, NOs y urea presentaron una mayor contribucion a la
concentracion total de nitrégeno que el NH," (Figura 4.8). Asi, el NO3™ fue la principal
fuente de nitrogeno inorganico disponible en la mayor parte de las estaciones del
Atlantico norte, llegando a alcanzar >90 % de la concentracion total de nitrégeno en las
regiones de CNRY y ETRA. La urea mostré su maxima contribucion a la concentracion
total de nitrégeno en aguas del Atlantico sur (hasta 70 % en SATL).

La absorcidn total de nitrdgeno mostré una distribucion latitudinal similar a la
encontrada para Cla (Tabla 4.5). Las concentraciones maximas se detectaron en el
afloramiento de CNRY (valor medio 2431 mmol N m™), mientras que las minimas se
encontraron en el giro oligotréfico norte (NAST, 212 mmol N m™). Por su parte, la
contribucion relativa de pNO3™ a la absorcion total de nitrégeno (Figura 4.8) presento
los valores més elevados en las estaciones del afloramiento de CNRY (78 %) vy las
aguas ecuatoriales de ETRA (58 %). En contraste, pUrea representd ~ 80 % de la
absorcién total de nitrégeno en aguas del Atlantico sur, particularmente en BRAZ. Se
observo un claro patron latitudinal para el indice-f” integrado en la capa eufética, con
valores entre 0.8, en el afloramiento de CNRY, y 0.1, en el giro oligotrofico norte
(Tabla 4.5). Las tasas integradas de rNOD se correlacionaron significativamente (r
=0.770, p <0.001, n =20) con la absorcion total de nitrégeno integrada en la capa
eufética, indicando un buen acoplamiento entre ambas tasas a lo largo del transecto
latitudinal. Ademas, las contribuciones relativas de NH;", NO3™ y urea a la tasa total de
rNOD integrada en la capa eufotica fueron paralelas a las descritas para la absorcion de
nitrégeno en cada una de las 6 provincias biogeoquimicas estudiadas (Figura 4.8).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores medios
de las tasas totales de absorcion de nitrégeno y liberacion de NOD al comparar los
valores medios de las regiones de afloramiento y ecuatoriales (CNRY y ETRA,
respectivamente) con los valores medidos en otras regiones (ANOVA vy test de Duncan,
p <0.05). Sin embargo, no se encontraron diferencias entre estas variables al comparar
los valores medidos en las provincias templadas (NADR y BRAZ) y oligotroficas
(NAST y SATL).
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Tabla 4.5. Concentraciones medias de las masas de nitrégeno (mmol m™), clorofila a (mg m?) y flujos de nitrégeno (umol m? h) y carbono (PP, mg C m? d*)

integrados en la capa eufética. Las estaciones de muestreo se agruparon en las 6 provincias biogeoquimicas atravesadas durante el transecto AMT-11.

Provincia: NADR NAST CNRY ETRA SATL BRAZ
Profundidad media de integracién (m): 60 110 80 80 140 90

media EE n media EE n media EE n media EE n media EE n media EE n
NH," 18.7 41 3 5.2 3.8 3 0.8 00 2 08 00 7 14 01 5 11 01 4
NO; + NO, 52.5 40.3 3 50.0 121 3 399.3 289.1 2 453.4 1454 7 132 49 5 203 75 4
NID 71.2 444 3 55.2 159 3 400.1 289.1 2 4542 1454 7 146 48 5 214 74 4
Urea 19.2 11.8 3 16.4 29 3 294 30 2 343 44 7 331 85 5 416 104 4
NOP 50.5 66 3 56.6 64 3 48.9 23 2 576 22 7 776 64 5 66.8 28 4
NOD 233.9 66.8 3 388.1 187 3 550.7 1255 2 4276 321 7 7326 56.0 5 406.2 84.3 4
Cla 19.1 13 3 15.7 06 3 225 03 2 213 10 7 18.3 12 5 262 04 4
% Cla <2 pm 61.1 9.0 3 72.9 25 3 58.4 109 2 653 32 7 763 16 5 66.3 35 4
PP 208.7 165 3 157.2 35 3 640.8 00 1 626.4 1456 6 1794 172 5 458.7 124.0 3
% PP <2 pm 44.4 102 3 50.7 26 3 67.5 00 1 63.9 28 6 481 43 5 586 3.8 3
pNH,* 164.5 96.2 3 81.0 119 3 79.0 08 2 61.1 128 7 123.8 334 4 56.1 6.6 3
pNO3’ 39.0 258 3 215 6.7 3 1900.7 929.8 2 381.2 1922 5 1359 106.2 4 1048 393 4
pUrea 78.5 30.7 3 109.9 96 3 4515 1174 2 5222 995 7 478.8 108.0 5 642.8 255.7 4
pNOPtOtaI 282.0 87.2 3 212.4 158 3 2431.2 10480 2 9105 1624 5 590.8 158.1 4 803.7 297.1 4
f’ ratio 0.2 01 3 0.1 00 3 0.8 01 2 04 01 5 02 02 4 02 00 4
rNOD NH#* 42.9 111 3 26.5 41 3 14.8 69 2 129 20 7 364 40 5 93 22 4
rNODN%* 41.0 179 3 33.1 8.0 3 867.3 596.1 2 346.9 1313 7 889 359 5 47.4 284 4
rNODYre 29.3 9.1 3 52.4 6.6 3 84.2 46.3 2 158.1 299 7 151.8 170 5 2336 635 4
rNoD 113.2 305 3 112.0 52 3 966.3 5429 2 5179 1288 7 2771 38.7 5 2903 852 4
PLENA4 26.7 59 3 24.8 32 3 15.3 6.3 2 213 50 7 26.3 56 4 143 28 3
PLENO3 60.2 209 3 60.5 16.2 3 28.0 6.1 2 394 73 5 490 6.7 4 242 55 4
PLEUV™ 28.6 23 3 32.1 15 3 17.2 109 2 23.7 18 7 243 40 5 316 49 4
pLE®™® 28.7 19 3 34.6 24 3 28.4 34 2 288 63 5 38.0 113 4 283 31 3
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El PLE integrado en la capa eufética presentd los valores maximos en el océano
oligotrdfico, en particular, en el giro oligotrofico norte (NAST) a partir de absorcion de
NOs™ (60%) y urea (32%), y en el giro oligotrofico sur (SATL) a partir de NH;" (26%).
Los valores minimos de PLE se registraron en el afloramiento de CNRY a partir de
absorcion de NH," (15%) y urea (17%), y en la zona templada sur (BRAZ) a partir de
NO;3 (24%) (Tabla 4.5). Este patron contrasta con lo que se describio previamente para
la absorcion de nitrogeno y liberacion de NOD a lo largo del transecto.
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Figura 4.8. Valores medios de la contribucion relativa (%) de NH,* (barras blancas), NO;™ (barras negras)
y urea (barras grises) a (a) la concentracion total de N, (b) absorcién total de N y (c) liberacion total de
NOD. Las estaciones de muestreo se agruparon en las 6 provincias biogeoquimicas atravesadas durante la
campafia AMT-11. nimero de casos como en la Figura 4.5.
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4.3.5. Relaciones entre la absorcion de nitrégeno, la liberacion de NOD vy la
estructura de tamafos del fitoplancton.

Las relaciones entre la estructura de tamarios de fitoplancton y las tasas de
absorcion de amonio, rNOD y PLE se estudiaron utilizando un diagrama
produccion/biomasa (P-B) similar al propuesto por Tremblay y Legendre (1994). Los
valores de las tasas de absorcién de amonio, rNOD y PLE se proyectaron sobre el
diagrama P-B, que representa la contribucion de las células pequefias (<2 um) a la
biomasa (indicada como clorofila @) o a la produccion primaria total (Figura 4.9). Dado
que la distribucién de la absorcién total de nitrégeno (pNOP™?), liberacién de NOD
(rNOD™) y PLE (PLE™) sobre el diagrama P-B fue similar a la obtenida para cada
una de las fuentes nitrogenadas consideradas individualmente, solo se presentan los
resultados utilizando las tasas totales. El procedimiento es similar al utilizado en
trabajos previos para estudiar la relacion entre las tasas de produccion de COD y
liberacion de NOD con la estructura de tamafios del fitoplancton (Teira et al. 2001b,
2003, Varela et al. 2003b).

La distribucién de la estructura de tamafios del fitoplancton en todas las
provincias se caracterizd por la dominancia de las células <2 um, las cuales
contribuyeron, en promedio, >50% a la biomasa y produccion primaria total (Tabla 4.5).
Sin embargo, la contribucion de las células pequefias a la biomasa total generalmente
excedia su contribucion a la produccion primaria total. La falta de correspondencia entre
la contribucion relativa a la biomasa y a la produccion primaria total fue mayor en las
provincias subtropicales de ambos hemisferios (NAST y SATL), donde, en promedio,
las células pequerias representaron ~50% de la produccion primaria total y ~75% de la
biomasa total (Figura 4. 9). En contraste, en las provincias templadas (NADR y BRAZ)
la contribucion de las células pequefias a la biomasa y a la produccion primaria total fue
similar (~60 y 50%, respectivamente), y también en las regiones de afloramiento y
ecuatoriales, donde la contribucion de las células pequefias a la biomasa y a la
produccidn primaria total fue ~60% (Figura 4.9).

Los valores més bajos de pNOP™@ y rNOD"™® se encontraron cuando la
contribucion relativa de las células pequefias a la biomasa total excedia su
correspondiente contribucion a la produccion primaria total (esquina inferior-derecha
del diagrama P-B de la Figura 4.9). Por el contrario, las tasas de pNOP™® y rNOD™®
se incrementaban a medida que la contribucion de las células pequefias a la biomasa y a
la produccién primaria total se aproximaba (pNOP™® y rNOD"™® se incrementaban
hacia la linea discontinua en la Figura 4.9a y b). Como consecuencia, el PLE®® fue
méaximo (>50%) en aquellas situaciones donde la contribucion de las células pequefias a
la biomasa total excedia considerablemente su contribucion a la produccion primaria
total (hacia la esquina inferior-derecha de la Figura 4.9c), y minimo (<30%) donde la
contribucion de las células pequefias a la biomasa y a la produccion era similar. A pesar
de este patron general de distribucion, la alta variabilidad de los valores medidos a lo
largo del transecto latitudinal hace dificil encontrar relaciones mas precisas entre las
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Figura 4.9. Diagramas produccion-biomasa sobre los que se han superpuesto graficos de isolineas que
representan la distribucion de (a) absorcién total de nitrégeno (pNOP, pmol m? h), (b) liberacion total
de NOD (rNOD, pmol m? h), y (c) porcentaje de liberacién de NOD con respecto a la incorporacion
total de N (PLE, %). Los ejes X e Y representan, respectivamente, la contribucién del fitoplancton <2um
al total de la biomasa, expresada como concentracion de clorofila a, y a la produccion primaria total. La
linea discontinua indica una contribucidn equivalente de las células <2um a la biomasa y a la produccion.
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tasas de absorcion de nitrégeno, liberacion de NOD, o la estructura de tamafios de la
comunidad de fitoplancton. Por ejemplo, se encontrd una correlacion negativa entre
pNOP™™@ o rNOD™® y a contribucién de las células <2 pm a la biomasa de Cla total (r
=-0.476 y -0.474 para pNOP™™® y rNOD" respectivamente; n =21, p <0.05), sin
embargo, no se encontrd correlacion entre estas variables y la contribucion de las
células <2 um a la produccion primaria total. Del mismo modo, tampoco se encontro
correlacion entre PLE™® y la contribucion relativa de las células <2 um a la biomasa o a
la produccion.

Con el objetivo de ilustrar la variacion latitudinal de PLE™® con la estructura de

tamafios del fitoplancton, se calculé una regresion lineal usando PLE"™® como variable
dependiente (y) y la contribucion de las células <2 um a la biomasa y a la produccién
primaria como variables independientes (X1 Y X», respectivamente), teniendo en cuenta
que las variables independientes no estan correlacionadas (p >0.05, n =21). Se us6 un
método de regresion robusta (Least Trimmed Squares , LTS, Venables y Ripley 1997)
para evitar el efecto de valores atipicos extremos en la estimacién de los pardmetros de
la regresion. Los porcentajes de los valores originales de PLE™® se transformaron
calculando la raiz cuadrada, de acuerdo con las recomendaciones de Sokal y Rohlf
(1981). La ecuacion resultante (y =8.863+0.417x,-0.919x,, r* =0.707), usando 12 de los
21 puntos iniciales, nos permiti6 la estimacion de los valores de PLE™ a Partir de la
estructura de tamafios de fitoplancton. La mayoria de los valores de PLE™® estimados
se encuentran dentro del 10% de los valores de PLE™® medidos, exceptuando algunas
estaciones (Figura 4.10). Las desviaciones maximas entre los valores de PLE™%
medidos y estimados generalmente se encontraron en las provincias del Atlantico sur,
particularmente en ETRA y SATL. Estas desviaciones estaban frecuentemente
asociadas con estaciones donde la falta de correspondencia entre la contribucion relativa
de las células <2 um a la biomasa y a la produccion primaria era elevada (como en
SATL y una de las estaciones de NADR). Sin embargo, se encontrd una buena
estimacion de PLE™® a partir de la ecuacion de regresion en NAST (la diferencia entre
los valores de PLE™® medidos y estimados fue <5%), a pesar de que la contribucién del
fitoplancton de pequefio tamafio a la clorofila a excedia en mas de un 20 % su
contribucion a la produccion primaria total (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Distribucion latitudinal de los valores de PLE medidos integrados en la capa eufética (linea
gruesa punteada, circulos cerrados) y diferencia entre los valores de PLE medidos y estimados a partir de
una ecuacion de regresion usando la contribucion de las células <2um a la biomasa (%Cla<2 um) y a la
produccion primaria (%PP<2um) durante el transecto AMT-11 (linea trazo fino, circulos cerrados). La
ecuacion de regresion se estimo a partir de una regresion robusta (LSP, ver detalles en el texto). También
se representa la falta de correspondencia entre la contribucién de las células <2 um a la biomasa y a la
produccion primaria (%Cla<2um - %PP<2um) en cada estacion (linea de trazo fino, circulos abiertos).

4.4. DISCUSION.
4.4.1. Absorcion de nitrégeno.

La agrupacion de las estaciones de muestreo de este estudio en provincias
biogeoquimicas siguiendo el criterio definido por Longhurst (1998), ha sido empleada
en otras investigaciones llevadas a cabo el Océano Atlantico para describir varios
procesos bioldgicos (ej. Marafion et al. 2000, Zubkov et al. 2000, Teira et al. 2001b).
Teniendo en cuenta que los limites entre las diferentes provincias biogeoquimicas
descritas estan de acuerdo con los definidos exclusivamente a partir de medidas de
hidrografia (Hooker et al. 2000), este tipo de agrupaciones es Util para construir tanto
modelos como balances globales de la materia en general, y en particular del nitrégeno.
En este sentido, los resultados de absorcion de nitrgeno y liberacion de NOD descritos
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en este estudio son los primeros que cubren un amplio rango de provincias
biogeoquimicas y consideran las principales fuentes nitrogenadas (NH;*, NO3™ y urea)
simultaneamente.

Nuestros resultados concuerdan bien con los valores de pNOs y pNH,"
previamente publicados para el océano Atlantico (Tabla 4.6). Sin embargo, la
comparacion de las estimaciones de las tasas de absorcion de nitrégeno obtenidas en
diferentes estudios depende en gran medida de la variabilidad geogréafica y temporal de
cada uno de los estudios considerados, asi como de las diferentes metodologias. Por
ejemplo, experimentos con incubaciones largas (24 h) generalmente dan lugar a
estimaciones de las tasas de absorcién inferiores a las que se obtienen en experimentos
con incubaciones cortas (<6 h), probablemente debido al reciclado de las fuentes
nitrogenadas en las primeras (Donald et al. 2001). Considerando Unicamente las tasas
derivadas de incubaciones cortas, en las cuales se espera que el reciclado sea menor
(Bronk y Ward 2000, Slawyk et al. 2000), nuestros resultados amplian el limite inferior
del rango de valores de pNO3 y pNH," publicados para las provincias biogeoquimicas
NADR, NAST, CNRY y BRAZ. En el caso de ETRA, los maximos valores de pNOj3
medidos en este estudio exceden la mayoria de los valores publicados, mientras que los
minimos valores de pNH," son incluso menores que los publicados en la literatura
(Tabla 4.6). Sin embargo, las maximas tasas de pNOj3" encontradas en esta investigacion
(hasta 61.2 nmol N I* h™") son tipicas de las regiones de afloramiento (ej. Joint et al.
2001).

Hasta nuestro conocimiento, este trabajo muestra los primeros resultados de
pUrea en el Atlantico central. Se encontraron relativamente altos en el Atlantico sur,
donde la contribucion media de pUrea excede el 50% (SATL) y el 80% (BRAZ) de la
absorcion total de nitrogeno integrada en la zona euf6tica. Algunos estudios han medido
altas tasas de pUrea en regiones oceanicas cerca del talud, como en la region de
afloramiento del NO de la Peninsula Ibérica (Joint et al. 2001), mientras que otros han
encontrado que la urea representa ~10 % de la cantidad total de nitrogeno incorporado,
como los resultados publicados por Metzler et al. (1997) en aguas de la plataforma de
Brasil (Tabla 4.6). Aunque los valores medios de pUrea en nuestro estudio fueron ~20%
de los valores descritos en regiones costeras (Riegman y Noordelos 1998, Varela y
Harrison 1999, Tremblay et al. 2000), la contribucién de la urea a la dinamica del
nitrégeno en la zona eufdtica de las regiones oceanicas requiere ser considerada en
futuras investigaciones. Ademas, las tasas de pUrea causan importantes variaciones en
el indice-f que afectan considerablemente a las estimaciones de la produccion nueva
(Metzler et al. 1997). Por ejemplo, teniendo en cuenta pUrea, en este estudio los valores
minimos del indice-f se reducen por un factor de 10 (Tabla 4.6). Un efecto similar se
describid en el NO de la Peninsula Ibérica (Joint et al. 2001).
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Tabla 4.6. Rango de valores publicados de pNO5, pNH," y pUrea (nmol N I h%), f [pPNOz / (pNOs + pNH,"], y f [pPNOz / (pPNOs + pNH," + pUrea)]

medidos en el Océano Atlantico en las provincias atravesadas durante el transecto AMT-11.

Provincia Zona pNOy’ pNH," pUrea f f’ Referencia
Gulf Stream 0.05-0.55 0.20-2.60 0.17-0.20 Glibert et al. 1988
Gulf Stream warm-core ring 0.1-84 0.19-0.70  McCarthy y Nevins 1986
Sargasso Sea 0.05-0.10 0.60-1.75 0.04-0.08 Glibert et al. 1988
Afloramiento NO Iberia 0.3-0.8 0.4-1.1 4.0-7.9 042046 0.04-0.10 Joint et al. 2001°
NADR 57°-44° N, 21°-20° O 0.0009-0.003 0.001-0.01 0.13-0.36 Donald et al. 2001°
570-44° N, 21°-20° O 0.40-3.75 4.2-85 0.04-0.39 Rees et al. 1999°
48°-42° N, 10°-19° O 0.05-3.60 0.50-8.94 0.28-4.39 0.03-0.88 0.01-0.77  este estudio
NAST 27°-10°N, 29° O 0.09-1.57 0.23-2.18 0.01-0.88 Planas et al. 1999°
400°-36° N, 20°-19° O 0.0002-0.005 0.001-0.006 0.04-0.62 Donald et al. 2001°
400°-36° N, 20°-19° O 0.08-0.30 6.00 0.02-0.07 Rees et al. 1999°
28°N, 23°0 0.20-0.60 0.80-1.45 0.21-0.30 Lewis et al. 1986
33°N, 21° 0 0.09-2.49 Eppley y Koeve 1990°
40°-26° N, 17°-22° O 0.06-0.44 0.004-1.73 0.08-2.58 0.03-0.47 0.02-0.43  este estudio
CNRY 18°N,31°0 0.5-6.0 Eppley y Koeve 1990°
23%-9° N, 21°-19° O 0.12-61.33 0.01-1.73 0.01-19.91 0.09-0.99 0.01-0.94  este estudio
ETRA 10°0-15° S, 29°-50° O 0.05-2.98 0.27-2.91 0.09-0.57 Planas et al. 1999°
0°N, 0°-4° O 0.13-4.00 0.25-2.75 0.33-0.45 Le Bouteiller 1986
8°N-8°S, 19°-15° O 0.31-28.33 0.02-1.67 0.03-23.83 0.30-0.99 0.03-0.96  este estudio
SATL 150-35° S, 29° O 0.005-0.95 0.13-2.08 0.03-0.66 Planas et al. 1999°
100-21° S, 17°-31° O 0.04-16.10 0.26-2.39 0.91-8.71 0.03-0.98 0.02-0.82  este estudio
BRAZ 300-47° S, 49°-38° O 0.6-72.0 2.6-12.1 0.5-2.7 0.16-0.24  Metzler et al. 1997
23°-33° S, 34°-46° O 0.01-4.59 0.19-1.84 0.32-18.25 0.04-0.94 0.01-0.75  este estudio

®estaciones situadas por fuera de la plataforma

b estimaciones a partir de datos integrados en la capa eufética durante incubaciones de 24 h
 mismas estaciones que en Donald et al. (2001) pero tasas estimadas a partir de datos volumétricos durante incubaciones < 4 h
9 estimaciones a partir de tasas diarias (24 h) durante incubaciones <4 h

¢ s6lo datos durante el periodo de luz (incubaciones de12 h)

"los valores medios méaximos y minimos en las profundidades con un 50 o un 1% de irradiancia superficial en estaciones oceénicas estratificadas o con una mezcla vertical de la capa de agua
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Considerando las tasas de pUrea, los valores del indice f estimados a partir de
las tasas integradas en la zona eufotica (Tabla 4.5) fueron similares al indice f promedio
encontrado por Planas et al. (1999) en un transecto latitudinal a lo largo del Atlantico
Central, a pesar de los elevados valores de pNO; medidos en este estudio. Estos
valores también concuerdan con las estimaciones del indice f llevadas a cabo en el
Atlantico Central a partir de medidas de abundancia natural de isétopos estables en la
fraccion de NOP (Mino et al. 2002). Unicamente las areas de afloramiento y la zona
ecuatorial mostraron un considerable incremento en el indice f integrado en la capa
eufética (hasta 0.8 en CNRY). Por lo tanto, nuestros resultados confirman que la mayor
parte de la produccion primaria en aguas del Atlantico Central se sostiene
principalmente por nutrientes regenerados, tal y como indicaron estudios previos en el
océano oligotrofico (Le Bouteiller 1986, Lewis et al. 1986, Glibert et al. 1988, Planas et
al. 1999). Ademas hemos encontrado que algunas fuentes de NOD (como la urea) tienen
mas importancia que el NH,", particularmente en las aguas al sur del ecuador.

4.4.2. Liberacion de NOD.

En este estudio, al igual que en otros similares (ej. Bronk et al. 1994, Slawyk y
Raimbault 1995), se han empleado filtros de fibra de vidrio tipo GF/F para separar el
material particulado del disuelto. La dominancia de picoplancton en la mayor parte de
las regiones centrales del océano puede hacer pensar que el agua filtrada contenia
organismos <1 um (principalmente bacterias), por lo que el NOD determinado podria
estar sobrestimado (y el NOP subestimado). El tamafio de las bacterias de la campafa
AMT-11, observadas con microscopia de epifluorescencia y medidas con un equipo de
analisis de imagen (datos sin publicar, ver Capitulo 5) era de 0.11 (+0.09, +DT, n
=14585) pm?®, lo que equivale a un didmetro esférico equivalente de 0.53 pm. Sin
embargo, ain en el caso de que todas las bacterias presentes pasasen a traves del filtro
GF/F, su biomasa en nitrogeno, estimada a partir de medidas de abundancia, la
conversion a carbono mediante una ecuacion alométrica (Norland et al. 1987) y un valor
de C:N de 4.24 (Nagata 1986), representa en promedio 12.0 (+7.8, n =72) nmol N I™.
Esta biomasa es <2% del NOP total (incluyendo a las bacterias) y <0.3% del NOD. De
igual forma, las medidas de produccion bacteriana realizadas en la misma campafia a
partir de la incorporacion de leucina tritiada y factores de conversion a biomasa
bacteriana en nitrogeno determinados experimentalmente (datos sin publicar, ver
Capitulo 5), indican una produccién media de 0.10 (+0.07, +DT, n =72) nmol N h, lo
que equivale a <8% del valor medio de liberacion de NOD medido en este estudio
considerando todas las fuentes de nitrogeno. Por tanto, podemos asumir que el uso de
filtros GF/F no ha afectado sustancialmente a los valores de las tasas de absorcion y
liberacion de nitrogeno. Una conclusion similar fue obtenida en estudios experimentales
del efecto de distintos tipos de filtros en la medida de las tasas de absorcion y liberacion
de carbono (Moréan et al. 1999).

Los valores promedio de liberacion de NOD medidos en este estudio son
comparables a los encontrados en diferentes ambientes oceanicos (Tabla 4.7). Cuando el
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NH;" es utilizado como sustrato, las tasas de rNOD son similares a los valores
encontrados en el mar del Caribe y las aguas del Atlantico norte (Bronk et al. 1994,
Slawyk y Raimbault 1995), pero mayores que aquellos medidos en las zonas oceanicas
de la region de afloramiento del NO de la Peninsula Ibérica (Varela et al. 2003b). En
contraste, la tasa promedio de rNOD a partir de absorcién de NO3', aunque es similar a
los valores encontrados en aguas del Atlantico norte (Slawyk y Raimbault 1995) es mas
elevada que la mayoria de los valores previamente publicados (Hu y Smith 1998,
Slawyk et al. 1998). Por su parte, los valores medios de PLEN™* y PLEN®®* medidos en
este estudio son menores que los valores medidos en estudios previos (Bronk et al.
1994, Slawyk et al. 1998, Varela et al. 2003b). Hasta nuestro conocimiento, los valores
de rNOD""™ de esta investigacion son los primeros publicados en la literatura, e indican
que en algunas regiones del océano (principalmente en el Atlantico sur) el consumo de
ureay su liberacion como NOD constituye un significativo flujo de nitrogeno en la capa
eufética. A pesar del mayor error que cabe esperar en nuestras estimaciones de
rNOD""™® comparadas con las estimaciones de rNOD“"** o rNOD"°*, los valores
obtenidos son, en general, comparables a los de rNOD""**, lo que sugiere que no han
sido sobrestimados. Estos resultados, adn preliminares, modifican el conocimiento
actual sobre la liberacion de NOD en el océano, que sélo tenia en cuenta la liberacién a
partir de NOs"y NH," (ver referencias en la Tabla 4.7).

La liberacion de NOD a partir de NO3™ fue la que mas contribuy6 a la cantidad
total de rNOD liberado en las regiones de afloramiento y en el ecuador. Por ejemplo, las
tasas de liberacion de NOD a partir de NO3™ excedieron por un factor de 10 las tasas de
NOD liberadas a partir de NH;" 0 urea en CNRY. Estos resultados contrastan con otros
estudios en aguas oceanicas donde rNODN®* representd, en promedio, <20% de la
cantidad total de rNOD liberado a partir de incubaciones con NOz" y NH," (Slawyk y
Raimbault 1995, Bronk y Ward 1999). En nuestro caso, existia una correlacion
significativa entre la absorcion de nitrato y la liberacién de NOD, con lo que los altos
valores de rNOD°* estan asociados con altas tasas de pNOg’, particularmente en las
regiones de CNRY y ETRA. Ademas, se determinaron valores de PLE >50% a partir de
NO3 que estan entre los mayores descritos en la bibliografia (Tabla 4.7). Aunque las
causas de los elevados valores de PLE N°% no estan claras, es posible que sean
consecuencia de un efecto diferencial de la irradiancia y la temperatura sobre la
dindmica de la absorcién y liberacién de NOD en las incubaciones con NO3” comparada
con la dindmica de estos procesos en las incubaciones con NH,".
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Tabla 4.7. Tasas de liberacion de NOD y PLE publicadas en distintos ecosistemas oceanicos usando **N. Los datos incluyen rangos
y valores medios (media = DT). IRC: método de columna de retardo idnico (Bronk et al. 1994); WC: método de oxidacion quimica

(Slawyk y Raimbault 1995).

rNOD PLE
Localizacién Sustrato  (nmol N I h?) (%) Métodos Referencias
Mar Caribe NH,* 9.8+27 27.8+8.0 IRC  Bronk et al. (1994)
Southern California Bight NH," 26.4+2.1 50.0 £ 0.9 IRC  Bronk et al. (1994)
NO5 42+15 741+13
Atlantico N NH,* 1.6-3.1 241+4.9 WC  slawyk y Raimbault (1995)
NO5 0.2+05 28.8+10.4
Antértida (Ross Sea) Nov/Dec 1994 NOy 66.5 19.0 + 13.9 IRC  Huy Smith (1998)
Dec/Jan 1995 NO;y 22.7 8.0+3.8
Pacifico ecuatorial y oligotrofico NH;" NO3 - 15.3+134 WC  Slawyk et al. (1998)
Afloramiento NO lberia NH,* 0.1-14.0 17.1+4.1 WC  varela et al. (2003b)
Océano Atlantico (49° N - 33° S) NH,* 0.1-1.7 25.1+2.0 WC  este estudio
NO5 0.1-59.4 38.7+25
urea 0.1-9.9 31.2+1.9
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Los valores mas altos de PLEN®® se encontraron generalmente en las muestras

tomadas a profundidades que recibian <50% de la irradiancia superficial (ver Figura
4.7), lo que sugiere un efecto positivo de la irradiancia sobre las tasas de PLEN®*. En
este sentido, Hu y Smith (1998) encontraron que pNO3  y rNOD se incrementaban con
la irradiancia, tanto en experimentos de laboratorio como en estudios de campo. Por
otro lado, los valores de PLEN® en la base de la columna eufética (7 y 1% de
irradiancia superficial) podrian estar sobreestimados debido a una temperatura
superficial de incubacion superior a la temperatura in situ de las muestras (ver Fig. 4.2).
Asi, Reay et al. (1999) mostraron que, mientras que la afinidad por el NO3™ es altamente
dependiente de la temperatura, la afinidad por el NH;" permanece relativamente
constante en un amplio rango de temperatura. De acuerdo con estos resultados, nuestros
valores de PLEN®® de las muestras de agua tomadas en la base de la capa eufética
podrian estar artificialmente incrementados por un factor de hasta 1.8, teniendo en
cuenta la diferencia de temperatura entre el fondo y la capa superficial de la columna de
agua y los resultados de los experimentos de Reay et al. (1999). Por tanto, los resultados
de las incubaciones con NO3™ deben ser considerados como preliminares, en tanto no se
comprueben de forma efectiva los efectos de la temperatura e irradiancia sobre la
dinamica del NOs en el Atlantico Central. De todos modos, valores de PLE >80%,
particularmente para el nitrato, también se han encontrado en otras poblaciones
naturales (ej. Bronk y Ward 2000).

Las diferencias latitudinales en productividad se corresponden con diferencias
encontradas en el tiempo de residencia del NOD en la capa eufética a lo largo del
transecto. Asumiendo que una parte del recién liberado NOD es labil o semilébil (Doval
et al. 1999) y que las concentraciones de NOD permanecen aproximadamente
constantes a la escala de tiempo de nuestro estudio (Vidal et al. 1999), se estimo la tasa
promedio de residencia del recién liberado NOD (NOD/rNOD) usando los valores de
rNOD"™ de la Tabla 4.5. Los tiempos de residencia variaron desde <1 mes en los giros
oligotréficos (NAST y SATL), ~2 meses en la region de afloramiento de CNRY y en la
zona ecuatorial de ETRA, y ~1 mes en las provincias templadas. Estos valores son
generalmente inferiores a los encontrados en el NO de la region de afloramiento del NO
de la Peninsula Ibérica (Varela et al. 2003b), los cuales se calcularon teniendo en cuenta
exclusivamente incubaciones con NH;*. Ademas, son mucho menores que los tiempos
de residencia estimados por Vidal et al. (1999) en el Atlantico Central (entre <0.1 y
19000 afios), aunque estos ultimos se calcularon estimando la difusion de NOD a través
de la termoclina (incluyendo probablemente NOD refractario). En aguas oceanicas del
Atlantico Central los tiempos de residencia del NOD recién liberado fueron bajos, lo
que sugiere un buen acoplamiento entre la cantidad total de NOD liberado y el consumo
de este NOD por la comunidad microbiana heterotrofa (Ducklow 2000), particularmente
en los giros oligotroficos.

Las tasas de crecimiento bacteriano medidas en la zona eufotica de las aguas

Atléanticas oligotréficas fueron ~0.1 d*, representando una tasa de renovacién del
carbono bacteriano de algo mas de 1 semana (Zubkov et al. 2000, 2001). Sin embargo,

83



Capitulo 4

se han encontrado tasas de crecimiento que exceden 0.2 d* para aguas oceénicas del
Atlantico (Head et al. 1996, Zubkov et al. 1999, Bode et al. 2001b). Ademas, las tasas
medias de crecimiento bacteriano encontradas en la campafia AMT-11 (resultados no
publicados) fueron 0.21 +0.02 d™* (n =24), equivalentes a una tasa de renovacion del
carbono bacteriano de ~5 dias. La existencia de una tasa relativamente elevada de
renovacion de la materia organica disuelta en la zona eufética del Atlantico Central esta
apoyada también por la intensa actividad herbivora del nanoplancton, que da cuenta de
mas de la mitad de la produccién bacteriana (Zubkov et al. 2000, 2001) y de la mayor
parte de la produccion primaria en el Atlantico subtropical (Quevedo y Anaddén 2001).
No obstante, Teira et al. (2003) encontraron un desacoplamiento entre el fitoplancton y
el bacterioplancton en NAST, lo que sugiere la existencia de otras fuentes de COD
ademas del recién liberado.

4.4.3. Absorcion de nitrogeno, liberacion de NOD vy estructura de tamafios deL
fitoplancton.

En este estudio se encontr6 una relacion débil entre la absorcion de nitrogeno o
las tasas de liberacion de NOD y la estructura de tamafios de fitoplancton. Los
resultados de algunas estaciones muestran un incremento en la absorcion de nitrégeno y
la liberacion de NOD con un aumento en la contribucion de las células relativamente
grandes (>2 pum) tanto en biomasa como en produccion, y lo contrario en situaciones en
las que dominaban las células pequefias(<2 um). En contraste, los mayores porcentajes
de liberacién de NOD se midieron en situaciones donde las células pequefias dominaban
en biomasa. Un resultado similar fue obtenido por Teira et al. (2001b) al estudiar la
liberacion de COD en el mismo ecosistema. No obstante, este patron no se observo a lo
largo de todo el transecto latitudinal analizado en este capitulo.

El presente estudio muestra que existe una gran diferencia entre la liberacion de
materia organica y la estructura de tamafios de fitoplancton en los ecosistemas de las
provincias oligotrdficas y afloradas. Los ecosistemas oligotroficos del Atlantico Central
presentaron una menor contribucion de las células pequefias a la biomasa que a la
produccidn primaria (Figuras 4.9 y 4.10). Esto contrasta con la buena relacion que
existe generalmente entre la contribucion de las células pequefias a la biomasa y a la
produccion en un amplio rango de ecosistemas (Tremblay y Legendre 1994). Un estudio
reciente (Fernandez et al. 2003) ha mostrado que la diferencia en la contribucion de las
células pequefias a la biomasa y a la produccién en regiones oligotréficas del Atlantico
Central no puede atribuirse a artefactos experimentales asociados con las técnicas de
incubacién empleadas para la determinacion de la produccién primaria, sino a una
mayor eficiencia de produccion por unidad de Cla de las células grandes. Una
explicacién alternativa para la dominancia en biomasa de las células pequefias en los
sistemas oligotroficos seria la mayor presion herbivora sobre las células grandes que
sobre las de pequefio tamarfio en estos sistemas. Sin embargo, el consumo herbivoro en
estos sistemas esta dominado por protozoos (Quevedo y Anadon 2001), teniendo los
consumidores de mayor tamafio (copépodos) una importancia relativamente menor
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(Huskin et al. 2001). Ademas, es poco probable que los copépodos que puedan
encontrarse en las botellas de incubacidn usadas para determinar la produccién primaria
tengan un efecto significativo sobre las tasas medidas (Fernandez et al. 2003).

Las implicaciones biogeoquimicas de una mayor eficiencia de produccion de las
células de fitoplancton grandes se estudiaron en aguas del Mediterraneo (Conan et al.
1999), donde se encontrd una relacion exponencial negativa entre la produccion
bacteriana integrada y la eficiencia de produccion fitoplanctonica. Esta relacion indica
que, aquellas regiones caracterizadas por bajas eficiencias de produccion, como son los
ecosistemas oligotréficos, se libera una fraccion mayor de la produccién primaria como
materia organica disuelta de la que se libera en los ecosistemas productivos. Esta
materia organica, a su vez, seria responsable de una fraccion considerable de la
produccion bacteriana. En estas condiciones, procesos como la lisis celular (Agusti et al.
1998) o la hidrdlisis de la materia organica particulada (Hoppe et al. 1993) serian mas
importantes en la liberacion de materia organica disuelta que la excrecion directa a
través de exudados (Sendergaard et al. 2000, Meon y Kirchman 2001) o la alimentacion
ineficiente de los organismos heterétrofos (Nagata 2000, Ward y Bronk 2001).

La débil relacion encontrada entre PLE del NOD vy la estructura de tamarios de
fitoplancton en océano abierto, junto con bajos niveles de produccion primaria, sugiere
que los principales procesos implicados en la liberacion de materiales disueltos en
ecosistemas oligotroficos tienen una importancia distinta a la que tienen en los
ecosistemas productivos. Asi, los procesos fisiologicos (exudacion) o troficos
(herviborismo) que son dependientes del tamafio de los organismos predominarén en los
ecosistemas costeros, altamente productivos, en los que se han obtenido la mayor parte
de las medidas de liberacién de NOD (Bronk et al. 1994, Bronk y Ward 1999, 2000,
Hasegawa et al. 2000b, 2001, Ward y Bronk 2001, Varela et al. 2003b). Esta
dependencia del tamafio podria estar indicada por una correlacién positiva entre la
liberacion de NOD vy la contribucion de las células pequefias a la biomasa, como la
encontrada en este estudio al considerar los valores integrados en la capa eufética. No
obstante, el desacoplamiento entre la biomasa y la producciéon en las provincias
oligotroficas estd asociado con una gran variabilidad en el PLE. Teira et al (2003)
también encontraron una gran variabilidad en el PLE del COD en las regiones
oligotroficas del Atlantico Central, el cual equivale del 10 al 42% de la cantidad total de
carbono recientemente fotosintetizado. La variabilidad encontrada en la magnitud de los
aportes de materia organica disuelta (Vidal et al. 1999), la liberacion de COD y NOD en
la zona eufética, y la debil relacion entre dichas tasas y la estructura de tamafios de
fitoplancton en las provincias oligotréficas del Atlantico central indica que son
necesarios mas estudios sobre los mecanismos especificos de liberacion de materia
organica disuelta en el Atlantico. Ademas, las diferencias encontradas en la estructura
vertical de la columna de agua entre NAST y SATL (la profundidad de la termoclina y
el maximo de Cla son diferentes), las fuentes nitrogenadas (importancia de la urea en
SATL), la abundancia de fitoplancton (Synechococcus) y las tasas de absorcién de
nitrégeno y liberacion de NOD (el valor promedio de ambas tasas en SATL fue casi el
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doble que en NAST) sugieren la existencia de importantes diferencias en el ciclo de la
materia organica en estas provincias, a pesar de la aparente homogeneidad que indica la
concentracion de nutrientes y la Cla en la superficie.
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CAPITULO5

RELACIONES ENTRE LA ABSORCION Y LIBERACION
DE NITROGENO ORGANICO DISUELTO (NOD) Y LA
PRODUCCION BACTERIANA EN LA CAPA
SUPERFICIAL DEL OCEANO ATLANTICO






La investigacion expuesta en este capitulo se recoge en la siguiente publicacion:

Marta M. Varela, Xose Anxelu Gutiérrez-Moran, Joaquin Valencia y Antonio Bode (en
preparacion). Relationships between nitrogen uptake and dissolved organic nitrogen
(DON) release, and bacterial production in the Atlantic Ocean.

RESUMEN: Con el fin de cuantificar la fraccion de nitrégeno recientemente
incorporado que fluye hacia el compartimento de la materia organica disuelta, en un
amplio rango de niveles de productividad, se midieron las tasas de liberacion de
nitrégeno orgénico disuelto (NOD) por el microplancton en la capa superficial del
océano Atlantico. Ademas, se determinaron las relaciones entre el porcentaje de
liberacion de NOD con respecto a la incorporacion bruta de amonio (PLEN"*) y Ia
incorporacion total de nitrégeno (PLE™®, asi como el acoplamiento entre la liberacion
de NOD vy actividad del bacterioplancton. Los experimentos se realizaron durante 5
campafas oceanograficas, llevadas a cabo entre agosto 1998 y octubre de 2000
cubriendo 3 regiones: la region de afloramiento del NO de la Peninsula Ibérica, la
region SO del Golfo de Vizcaya y un transecto latitudinal en el Océano Atlantico entre
50° N y 35° S. El PLENM** vari6é desde un 3 hasta un 46%, mientras que el PLE™ Io
hizo entre 21 y 82%, encontrandose los valores més elevados tanto de PLEN™** como de
PLE™@ en aguas oceanicas oligotréficas (<0.25 mg Clorofila a m™). Se encontré una
relacion positiva entre los logaritmos de las tasas de absorcion de nitrégeno y liberacion
de NOD. La pendiente de la linea de regresion para los ambientes oceanicos fue
significativamente <1, indicando una relacion inversa general entre el PLE y las tasas de
absorcion bruta de nitr6geno. En contraste, en areas con niveles de productividad
relativamente mayores, como la plataforma continental del NO de la Peninsula Ibérica
no se observd un patron de disminucion de PLE con el aumento de la absorcion de
nitrégeno, lo que indica la dominancia de procesos diferentes controlando la liberacion
de NOD en las zonas oceanicas y neriticas. Las tasas de liberacién de NOD explicaron
menos del 15% de la variabilidad observada en las tasas de produccion bacteriana,
sugiriendo un débil acoplamiento entre el bacterioplancton y el fitoplancton a escalas de
tiempo cortas (horas). Segun los balances de nitrogeno calculados, se encontré un
exceso de NOD liberado con respecto a los requerimientos por parte de las bacterias, lo
que sugiere un desacoplamiento a una escala de tiempo mayor entre ambos
compartimentos. Este desacoplamiento podria estar causado por la liberacion bacteriana
de NOD refractario o aportes terrestres.
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5.1. INTRODUCCION.

En las ultimas décadas, un numero creciente de trabajos se ha dedicado a la
determinacion de los flujos de la materia organica disuelta (MOD) a través del plancton.
Estos estudios muestran que el porcentaje de liberacion extracelular (PLE) de carbono
organico disuelto (COD) con respecto al carbono total incorporado es muy variable
(Baines y Pace 1991, Teira et al. 2001a, 2001b). Asi por ejemplo, se han medido desde
valores menores de un 10% en condiciones eutrdficas hasta valores superiores al 75%
durante la fase final de una proliferacion de fitoplancton en la cual existe limitacion por
nutrientes (ver revision en Nagata 2000). Por su parte, el rango de variacion del PLE de
nitrégeno organico disuelto (NOD) encontrado en diferentes ambientes es también muy
amplio, pudiendo suponer desde un 3 hasta >80% de la absorcién bruta de nitrogeno
(Bronk et al. 1994, Slawyk y Raimbault 1995, Bronk y Ward 1999, Bronk y Ward 2000,
Hasegawa et al 2000b, Varela et al. 2003b, Varela et al. [enviado]).

En el caso del carbono, en los ultimos afios se ha observado la existencia de una
relacion inversa entre el PLE y la cantidad total de carbono incorporado. Varias
investigaciones han encontrado una relacion positiva entre los logaritmos de las tasas de
produccion de materia organica particulada y disuelta para el carbono, cuya pendiente
significativamente <1, indica una relacion inversa entre el PLE de carbono y la tasa de
produccion primaria (Teira 2001a, 2001b, Moran y Estrada 2002, Moran et al. 2002).
Por su parte, y hasta nuestro conocimiento, no hay ningun estudio de dicha relacién para
el nitrogeno y los datos sobre su PLE son aun escasos (ej. Bronk y Ward 2000, Capitulo
4).

El tipo de metodologia empleada generalmente en los estudios para la
determinacion de la liberacion de sustancias disueltas no permite diferenciar la
excrecion directa de MOD por el fitoplancton (Meon y Kirchman 2001) de otros
procesos que podrian estar implicados en la aparicion de materiales disueltos en el
océano, como la alimentacion ineficiente del microzooplancton (Jumars et al 1997) o la
lisis celular (Thinsgtad 2000, Agusti y Duarte, 2000). Sin embargo, el analisis de la
relacion entre las tasas de produccion de materia organica particulada y la liberacion de
MOD proporciona informacion sobre las variaciones en la magnitud de los flujos de
MOD a lo largo de un gradiente de productividad (Baines y Pace 1991), a la vez que
permite inferir la importancia relativa de los distintos procesos implicados en la
liberacion de material disuelto en el oceano (Teira et al. 2001b).

La liberacion de materia organica disuelta, bien sea mediante exudacion por
parte de los productores primarios 0 a través de procesos de tipo trofico (ej. Nagata
2000), constituye una de las principales fuentes de sustancias organicas labiles que mas
contribuyen a la alimentacion de las bacterias (Jackson y Williams 1985, Norrman et al.
1995), por lo que se puede considerar que éstas dependen de forma directa o indirecta
del fitoplancton. En el caso del nitrégeno, algunos componentes del NOD pueden ser
tomados directamente por las bacterias (Flynn y Butler 1986, Simon y Rosenstock
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1992) y al mismo tiempo las bacterias remineralizan el NOD mediante la liberacion de
amonio y urea (Berman et al. 1999), quedando de nuevo estos nutrientes disponibles
para volver a ser consumidos. Por lo tanto, en una situacion de equilibrio entre la
produccion y consumo de MOD, seria razonable esperar una covariacién entre las tasas
de liberacion de MOD por el fitoplancton y la actividad del bacterioplancton.

Algunos estudios han encontrado una correlacion positiva y significativa entre
las tasas de liberacion de MOD vy la produccion bacteriana (Sendergaard et al. 1995,
Moréan et al. 2001), apoyando la hipdtesis de acoplamiento entre el fitoplancton y el
bacterioplancton, otros sin embargo, han rechazado dicha hipdtesis (e.g. Blight et al.
1995). A pesar de que se ha llegado a algunas generalizaciones acerca de las causas que
provocan un acoplamiento o desacoplamiento entre la liberacién de COD y su consumo
por las bacterias (Hansell et al. 1995, Teira et al. 2003), en el caso del NOD no se han
explicado de manera satisfactoria las causas de la variabilidad que presenta su
transferencia entre el fitoplancton y las bacterias.

En esta investigacion, se llevaron a cabo determinaciones de las tasas de
absorcion de nitrogeno y liberacion de NOD, asi como medidas de la biomasa y
produccion bacterianas, con dos objetivos (1) determinar la existencia de una relacion
significativa entre la cantidad relativa de NOD liberado (PLE) y la absorcion bruta de
nitrégeno y (2) determinar el acoplamiento entre la liberacion de NOD vy la actividad
bacteriana. Para ello se analizaron conjuntamente los datos procedentes de estaciones
que cubren un amplio rango de niveles de productividad en zonas oceanicas y neriticas
del Océano Atléantico.

5.2. MATERIAL Y METODOS.
5.2.1. Muestreo.

El muestreo se llevd a cabo durante 5 campafias oceanograficas realizadas entre
agosto de 1998 y octubre de 2000 (Fig. 5.1). La zona de transicion costa-océano del NO
de la Peninsula Ibérica fue objeto de estudio durante las campafias oceanogréaficas
OMEX-0898 (agosto 1998) y OMEX-1099 (octubre 1999). En el Golfo de Vizcaya, se
llevaron a cabo otras dos campafias oceanograficas, GIGOVI-0898 (agosto 1998) y
GIGOVI-1099 (octubre 1999). Un transecto latitudinal en el Océano Atlantico (49° N-
35° S) fue objeto de una cuarta camparia oceanografica (AMT-11, septiembre-octubre
2000), como parte de un programa de muestreo del Océano Atlantico (Atlantic
Meridional Transect) de gran cobertura espacial (ver Aiken et al. 2000). Finalmente,
dentro de un proyecto de obtencion de una serie histdrica de datos oceanograficos, se
incluyeron los resultados de varios experimentos correspondientes al muestreo mensual
durante un ciclo anual de una estacion fija en aguas de la plataforma continental del NO
de la Peninsula Ibérica (RADIALCORUNA, noviembre 1998-octubre 1999).
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Figura 5.1. Estaciones de muestreo en la capa superficial del Océano Atlantico. Los circulos cerrados
representan las estaciones productivas y los abiertos las estaciones oligotrdficas. La estacion fija en aguas
de la plataforma continental del NO de la Peninsula Ibérica aparece representada por una X. Se indican
mediante siglas las regiones biogeogréficas de Longhurst (1998).
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En cada estacion se realizaron perfiles verticales de temperatura, salinidad y
fluorescencia hasta los 200 m de profundidad, utilizando una sonda CTD Neil Brown
Mark 111 (campafias OMEX y GIGOVI) o Seabird 911 (AMT 11) acoplada a una roseta
de muestreo equipada con 24 botellas oceanogréficas tipo Niskin, o mediante sondeos
verticales de un CTD Sea-Bird 25 y series de botellas oceanograficas Niskin de 5 litros
(RADIALCORUNA). Adicionalmente, se realizaron perfiles de irradiancia mediante un
radiometro sumergible con el fin de poder llevar a cabo los experimentos de
incorporacion y liberacion de nitrogeno a profundidades épticas determinadas entre el
100y el 1% del nivel de irradiancia fotosintéticamente activa medida en superficie.

5.2.2. Nutrientes disueltos.

La concentracion de nutrientes inorganicos disueltos (amonio, nitrato y nitrito)
se determind utilizando un autoanalizador Technicon AA-II (OMEX, GIGOVI y
RADIAL CORUNA) de acuerdo con los métodos descritos en Grasshoff et al. (1983).
Sin embargo, durante la campafia AMT-11, las determinaciones de la concentracion de
nutrientes inorganicos disueltos se llevaron a cabo siguiendo la tecnica descrita en
Woodward y Rees (2001). En esta Gltima campafia, para la determinacion de las
concentraciones nanomolares de amonio se us6 un método fluorimétrico (Jones 1991),
mientras que la concentracion de nitrato y nitrito se determinaron por anélisis
colorimétrico con un Technicon AA-I1 (Varela et al. [enviado]).

5.2.3. Nitrégeno orgéanico particulado y clorofila a.

La determinacion de la concentracion de nitrégeno organico particulado (NOP)
se llevo a cabo filtrando un volumen conocido de agua de mar a través de filtros de fibra
de vidrio GF/F (Millipore APFF o Whatman GF/F). Los filtros se preservaron
congelados hasta su analisis. Posteriormente, una vez en el laboratorio se secaron en
estufa a 50 °C y fueron analizados con un CNH modelo Perkin Elmer.

En los muestreos RADIALCORUNA la concentracion de clorofila a (Cla) se
determind filtrando entre 150 y 250 ml de agua de mar de las profundidades
previamente seleccionadas a través de filtros de fibra de vidrio GF/F. En el caso de las
campafas OMEX, GIGOVI y AMT-11 la concentracion de Cla se fracciond por clases
de tamafio, filtrando 250 ml de agua de mar secuencialmente a través de filtros de
policarbonato de 2 um vy filtros de fibra de vidrio GF/F (Millipore APFF). Los filtros
eran congelados inmediatamente a —20 °C, y una vez en tierra la fluorescencia se media
utilizando un fluorémetro Turner Desings Serie 10 (RADIAL CORUNA) o0 un
espectrofluorimetro Safas flx (OMEX y GIGOVI), tras la extraccion de los pigmentos
fotosintéticos en acetona al 90 % a 4 °C durante toda la noche. La concentracion de Cla
se calcul6 a partir de la calibracion de las medidas de fluorescencia con extractos puros
de clorofila. En la campafia AMT-11, los filtros eran inmediatamente introducidos en
viales de vidrio de 25 ml de capacidad que contenian 10 ml de acetona al 90% vy se
mantenian a —20 °C durante 12 h, periodo en el que tenia lugar la extraccion de los
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pigmentos fotosintéticos. La determinacion de la fluorescencia se realizo utilizando un
fluorometro Turner 10-AU, previamente calibrado utilizando patrones de Cla
comerciales, obteniéndose la concentracion de Cla partir de los valores de fluorescencia.
Aungue en las campafias OMEX, GIGOVI y AMT-11 la Cla se fraccion6 por clases de
tamano, para el propdsito de esta investigacion se dan los valores de Cla totales,
calculados como la suma de la Cla determinada en cada una de las fracciones.

5.2.4. Tasas de incorporacion de compuestos nitrogenados y liberacion de NOD.

En cada estacion se llenaron una serie de botellas de policarbonato, previamente
lavadas con HCI diluido, con 250 ml de agua de mar procedente de 3 profundidades
correspondientes a los porcentajes de irradiancia superficial equivalentes al 100%, 7-
14% y 1-3%, representativos de la capa eufética, cuya profundidad limite se define
operativamente en este trabajo como aquella en la que la irradiancia es el 1% de la
superficial. A continuacién, cada una de las botellas se inoculaba con 0.1 uM de amonio
((°NH4),SO,). Adicionalmente, durante la campafia AMT-11, se realizaron
incubaciones paralelas en botellas incubadas con 0.1 pM de nitrato (K**NOs) o con 0.1
UM de urea ((**NH2).CO). En el caso del amonio, se filtraba de inmediato el contenido
de una de las botellas (“inicial”) a través de filtros GF/F para obtener el enriquecimiento
inicial de amonio marcado y la concentracion de NOP. El resto de las botellas se
mantenian durante 2-3 horas en incubadores de cubierta (refrigerados mediante el
bombeo de agua de mar superficial) que simulaban, mediante filtros, la irradiancia
correspondiente a las profundidades de origen de las muestras, para la determinacién
simultanea de las tasas de absorcion de nitrogeno y liberacion de nitr6geno organico
disuelto (NOD) (Slawyk y Raimbault 1995, Slawyk et al. 1998, Varela et al. [enviado]).

Una vez finalizado el periodo de incubacion, el contenido de cada botella se
filtraba a través de filtros tipo GF/F. A continuacidn, se recogieron 100 ml del filtrado,
preservandolos con HgCl, 1%, hasta la posterior determinacién de la concentracion y
enriquecimiento en >N del NID y NOD. La concentraciéon de NID se determind
siguiendo los mismos procedimientos descritos para el analisis de los nutrientes
ambientales. La concentracion de urea se determinG por técnicas colorimétricas, de
acuerdo con Goeyens et al. (1998), mientras que la determinacion de NOD se llevo a
cabo por el método de oxidacion con persulfato, tal y como se describe en Slawyk y
Raimbault (1995). Finalmente, el enriquecimiento en >N de las fracciones nitrogenadas
disuelta y particulada, asi como la concentracion de NOP, se determinaron mediante
espectrometria de masas (Integra-N Europa Scientific Instruments [OMEX, GIGOVI y
RADIALCORUNA] o Thermo Finnigan Mat Delta Plus [AMT-11]).

Las tasas de incorporacion de amonio (pNH,") se calcularon de acuerdo con el
modelo de Glibert et al. (1982b), mientras que los calculos de las tasas de incorporacion
de nitrato y urea (pNO3" y pUrea) se realizaron segin el modelo de Dugdale y Goering
(1967), como aparece en Legendre y Goselin (1990). Por su parte, los calculos de las
tasas de liberacion de NOD a partir de absorcién de amonio (rNOD“™) y nitrato
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(rNODN*) se realizaron siguiendo los modelos de Bronk et al. (1994) y Slawyk et al.
(1998). En es caso de la liberacion de NOD a partir de urea (rNOD""?) se realiz6 una
estimacion de la aparicién de NOD no marcado con N al final de la incubacion,
midiendo la dilucién isotopica de la urea marcada que quedaba en las botellas tras la
incubacion (Varela et al. [enviado], ver capitulo 4). Durante la campafia AMT-11 se
calcularon las tasas totales de produccion de nitrogeno particulado (pNOP) y liberacion
de DON (rNOD™®) como la suma de las tasas de absorcién y liberacién de NOD a
partir de amonio nitrato y urea, respectivamente. Finalmente, se calculé la fraccion de
nitrégeno recientemente incorporado que fluye hacia el compartimento disuelto con
respecto a la absorcion bruta de amonio (PLEN™) y con respecto a la absorcion bruta
de nitrégeno total (PLE™®?).

5.2.5. Biomasa y produccion bacteriana.

Los recuentos de bacterias heterotrofas se realizaron de acuerdo con las técnicas
descritas en UNESCO (1994). Las muestras para los recuentos de bacterias heterétrofas,
tomadas directamente de las botellas de muestreo, se fijaban con glutaraldehido
(concentracion final: 2.5 %) y se mantenian en oscuridad a 4 °C durante 12-24 h. A
continuacién, se tomaban submuestras de 10 ml, se tefiian con DAPI (1,4 diamidino-2-
fenilindol) y posteriormente se filtraban a través de filtros de membrana de
policarbonato con un tamafio de poro de 0.2 um y 25 mm de didmetro utilizando un
nivel de vacio <150 mm Hg. Los filtros se montaban sobre un portaobjetos con aceite
de inmersion de baja fluorescencia y se mantenian en oscuridad hasta su posterior
visualizacion. Las muestras se observaban con un microscopio Olympus BH2 equipado
con una lampara de mercurio para la iluminacion epifluorescente y un bloque de filtros
UV-2B para la luz UV. EIl contaje se realizaba con luz UV a 1250 aumentos. Se contd
un namero minimo de 300 bacterias en 10 campos seleccionados al azar.

La abundancia celular se convirtié a biomasa bacteriana de carbono (BB) de
acuerdo con la relacion entre biovolumen y carbono obtenida por Norland et al. (1987):

pg C célula™= 0.09 x (um? cél™)®?

El biovolumen (um® sep™) se calculé a partir de las dimensiones celulares
medidas con un sistema de analisis de imagen (ANALYSIS). Finalmente, el producto
entre el contenido de carbono por célula y la abundancia bacteriana se utiliz6 como
estimador de la biomasa bacteriana existente. Los valores de la biomasa media (+EE,
error estandar) de las distintas regiones muestreadas se muestran en la Tabla 5.1.

La actividad bacteriana se estimé a partir de la tasa de incorporacion de leucina

tritiada (*H-leucina) segtin el método de Kirchman (1993) con ligeras modificaciones
(Smith y Azam 1992). Las muestras de agua procedian de las mismas profundidades en
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las que se determind rNOD vy se dividieron en 6 alicuotas de 2 ml. Cada alicuota se
inoculé con *H-leucina (concentracion final: 20-50 nM en el caso de las campafias
OMEX, GIGOVI y AMT-11, y hasta 150 nM en los muestreos RADIALCORUNA) y
se dejé incubar durante 30 min. A dos de las alicuotas (controles) se les afiadio TCA al
50% para inactivar las bacterias previamente a la incubacion. Finalmente, las
incubaciones se terminaron con la adicion de TCA al 50% a cada alicuota. La cantidad
de *H-leucina fijada en proteinas bacterianas se determind mediante un contador de
centelleo liquido (LKB Wallac) después de centrifugar de las muestras (30000 rpm, 10
min), retirar el sobrenadante y afiadir el liquido de centelleo (UltimaXR-Gold).

Las tasas de incorporacion de leucina (PBey, pmol leu I h™) se convirtieron en
tasas de produccién heterotréfica bacteriana (PB, mg C m™ h™) multiplicandolas por un
factor de conversion. Los factores de conversion utilizados para cada campafa
oceanogréfica fueron determinados experimentalmente siguiendo el procedimiento
descrito en Kirchman y Ducklow (1993) y se muestran en la Tabla 5.1. Con el fin de
construir balances de masa en nitrégeno, los valores de la BB y PB se expresaron en
moles de nitrégeno aplicando el factor de conversién 4.24 mol C (mol N)™ (Nagata,
1986).

5.2.6. Clasificacion de las observaciones.

Las estaciones de muestreo fueron agrupadas en 4 categorias segun la zona de
muestreo (oceanicas, de plataforma) y a su vez segin su nivel de productividad
(oligotroficas, productivas) utilizando un valor de concentracion de Cla para la
separacion en el océano de 0.25 mg m™ y en plataforma de 1 mg m™. Las regiones de
muestreo se describen de acuerdo a las provincias biogeoquimicas definidas en
Longhurst (1998) y Hooker et al. (2000).
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Tabla 5.1. Biomasa bacteriana y factores de conversion de incorporacion de leucina a C en las distintas regiones muestreadas. Se
indican mediante siglas las regiones biogeogréficas segiin Longhurst (1998). n: nimero de observaciones, EE: error estandar

Factor de conversion

Biomasa bacteriana en células
(fg C cél™) (x10"® cél mol Leu ™)

Campafia Regién media EE n media EE n Referencia
AMT-11 Océano Atlantico (49° N-35° S) - - - 0.59 0.12 3 este estudio
AMT-11 NADR 14.6 0.29 1158 - - - este estudio
AMT-11 NAST 11.7 0.12 2134 - - - este estudio
AMT-11 CNRY 12.7 0.17 1332 - - - este estudio
AMT-11 ETRA 11.2 0.11 3426 - - - este estudio
AMT-11 SATL 10.0 0.14 2146 - - - este estudio
AMT-11 BRAZ 6.2 0.09 1381 - - - este estudio
OMEX-0898 Plataforma Galicia 6.1-12.6 - - * - - Barbosa et al. 2001
OMEX-1099 Plataforma Galicia 8.4 - - 0.32 0.15 4 este estudio
GIGOVI-0898 Golfo de Vizcaya 12.7 0.66 254 0.03 0.02 3 este estudio
GIGOVI-1099 Plataforma Galicia 8.4 - - 0.32 0.15 4 este estudio
RADIALCORUNA Plataforma Galicia 14.8 0.73 408 0.36 0.06 6 Valencia et al. 2003

*factor de conversion tedrico (3.1 kg C mol leu™)
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5.3. RESULTADOS.
5.3.1. Diferencias entre las regiones muestreadas.

Las estaciones oceanicas productivas (Cla =0.25 mg m™) se localizaron en las
provincias biogeoquimicas correspondientes al sistema de afloramiento del NO
Africano (CNRY), la zona ecuatorial (ETRA), y las regiones templadas del Atlantico
Norte (NADR) y Atlantico Sur (BRAZ), asi como las estaciones visitadas durante la
campafia GIGOVI 0898, localizadas dentro de un giro ciclonico al SO del Golfo de
Vizcaya (Fernandez et al. [en prensa]). Las estaciones visitadas durante la misma
campaiia pero localizadas en el exterior del giro, y las pertenecientes a las provincias
biogeoquimicas de los giros del Atlantico Norte (NAST) y Atlantico Sur (SATL) se
consideraron oceanicas oligotroficas (Cla <0.25 mg m™). En la plataforma continental,
las estaciones productivas corresponden a las camparias de Agosto de 1998, realizada en
condiciones de afloramiento (Varela et al. 2003b), asi como las medidas obtenidas entre
abril y noviembre en el estudio del ciclo anual (Valencia et al. 2003). Las estaciones
oligotréficas de plataforma (Cla <1 mg m™) corresponden a las medidas obtenidas en
los meses de invierno (diciembre-marzo) y a las estaciones en octubre de 1999 (OMEX
1099 y GIGOVI 1099).

La clasificacion de las estaciones esta justificada de acuerdo con las diferencias
significativas encontradas en las variables fisicas y biologicas (Tabla 5.2). La
concentracion de Cla fue entre 4 y 5 veces mayor en la plataforma que en el océano, y
las estaciones oligotroficas de ambas regiones presentaron valores de Cla
significativamente inferiores a los medidos en condiciones productivas (Tabla 5.2). Por
su parte, en las estaciones oligotroficas oceanicas, los valores de temperatura
promediados para la capa eufética fueron significativamente mayores que en las
estaciones productivas, debido a la adveccion de aguas frias y profundas hasta las capas
superiores de la columna de agua en las ultimas. Sin embargo, en la plataforma, la
temperatura media no mostro diferencias significativas entre niveles de productividad,
aunque las estaciones oligotréficas presentaron temperaturas ligeramente superiores a
las medidas en condiciones productivas. Por la misma razon, la concentracion media de
NID en los ambientes productivos de ambas regiones fue entre 1.5 y 6 veces mayor que
la medida en condiciones oligotroficas, aunque debido a la alta variabilidad de los datos
solo se encontraron diferencias significativas entre la concentracion de NID del océano
oligotrofico y la plataforma productiva. Por su parte, las concentraciones medias de
NOD y NOP no se diferencian al comparar el nivel de productividad, pero si segin
ambientes oceénicos o neriticos. Asi, las concentraciones medias de NOD y NOP en la
plataforma fueron, en promedio, un 40% mayores que las encontradas en el océano
(Tabla 5.2). Igualmente, las zonas consideradas presentan diferencias significativas en
biomasa y produccion bacteriana (Tabla 5.3).
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Tabla 5.2. Valor promedio (£ error estandar, EE) de las variables fisicas y bioldgicas en las regiones
ocednicas y de plataforma, en condiciones productivas y oligotréficas (ver texto). t = temperatura; NID =
nitrégeno inorganico disuelto; Cla = clorofila a; NOP = nitrégeno organico particulado; NOD = nitrégeno
organico disuelto. n: nimero de observaciones. Letras distintas indican diferencias significativas entre los
ambientes estudiados (test Student- Newman-Keuls, p <0.05).

Oceanicas Plataforma
Productivas Oligotréficas Productivas Oligotréficas
media EE n media EE n media EE n media EE n
t (°C) 19.04% 0.44 75 20.76" 0.83 33 14.29° 0.18 42 15.67° 0.20 48
NID (uM) 2.42% 0.63 75 0.40% 0.12 33 3.2° 032 42 2.14% 0.29 48
Cla (mg m?®) 0.34% 0.03 75 0.17° 0.02 33 2.21° 0.36 42 0.47% 0.04 48
NOP (uM) 0.92% 0.04 75 0.74% 0.08 33 1.50° 0.16 42 1.61° 0.11 42
NOD (uM) 6.94% 039 75  5.62% 0.37 33  10.15° 0.70 42  9.20° 0.46 48

Tabla 5.3. Valor promedio (+ error estandar, EE) de los flujos de nitrégeno y abundancia y produccion
bacteriana medidas en los 4 grupos de estaciones. pNH4+ = tasas de absorcion de amonio; pNOP =
absorcion total de nitrégeno; rNOD""™* = liberacion de NOD a partir de amonio; rNOD"™ = liberacion de
NOD total; BB = biomasa bacteriana, PB = produccién bacteriana. Letras distintas indican diferencias
significativas entre los ambientes estudiados (test Student- Newman-Keuls, p < 0.05).

Oceanicas Plataforma

Productivas Oligotréficas Productivas Oligotréficas

media EE media EE media EE media EE
pNH," (nmol N I hh) 10.73% 2.64 531°% 1.70 57.85°10.55 3403 5091
pNOP (nmol N I h'%) 12.612 157 561° 1.48 - - - -
rNODN™* (nmoI N I*hhy  1.372 0.34 0.89% 0.26 12.90° 2.32 10.50° 3.09
rNOD“® (nmol N I h?)  8.97% 1.57 415" 1.00 - - - -
BB (mg C m?®) 1.612 0.17 1.2320.315 12.67° 1.37 6.88° 0.58
PB (mgCm?h?) 0.016 %0.005 0.007 * 0.002 051" 0.10 0.04% 0.01
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5.3.2.Tasas de absorcién de amonio y liberacion de NOD.

En las regiones de plataforma, las tasas de pNH," fueron, en promedio, entre 5y
6 veces superiores a las del océano (Tabla 5.3). Sin embargo, ninguna de las regiones
mostré diferencias significativas de los valores de pNH;" segin el nivel de
productividad. Por su parte, las tasas promedio de rNOD“"* en las regiones de
plataforma excedieron en mas de 9 veces los valores medidos en el océano, y al igual
que para pNH," tampoco presentaron diferencias significativas al comparar el nivel de
productividad (Tabla 5.3).

La relacion entre las tasas de pNH;* y rNODV™* se estudié siguiendo el mismo
procedimiento de andlisis de regresion descrito en Teira el al. (2001b) para el estudio
entre las tasas de produccion de carbono organico particulado y disuelto. En este caso,
se encontrd una relacion estadisticamente significativa entre las tasas de pNH;  y
rNODN"™* transformadas logaritmicamente, tanto utilizando las tasas volumétricas
(p<0.001, Fig 5.2a) como las tasas integradas (p <0.001, Fig. 5.2b). Siguiendo las
recomendaciones de Sokal y Rohlf (1981) utilizamos tanto el modelo de regresion de
minimos cuadrados (modelo 1) como el modelo de regresion del eje principal (modelo
I1), dado que las dos variables objeto de estudio estaban sujetas a errores de medida. El
logaritmo de las tasas de pNH," explico, generalmente, mas de un 50% de la
variabilidad en las tasas de liberacion de NOD a partir de absorcion de NH,", tanto
cuando se analizo el conjunto total de datos como cuando se analizaron cada una de las
regiones por separado, excepto en el caso de los valores integrados en plataforma y
condiciones oligotroficas (Tabla 5.4).

Las tasas de rDON"™* aumentaron en funcién de las tasas de pNH,", sin
embargo la desviacidon de la relacién obtenida de la linea de pendiente 1 indica que
rNOD™"* no es una fraccién constante de la cantidad total de amonio absorbido por el
fitoplancton. Tanto en el caso de los datos volumétricos, como en el caso de los datos
integrados, la pendiente de la recta de regresion correspondiente al conjunto total de
datos (0.84 y 0.82, respectivamente) resultd ser significativamente <1 (p<0.001, en
ambos casos) lo que indica la existencia de una relacién inversa entre la fraccién de
NOD liberado (PLEM"") y las tasas de absorcién de amonio. Sin embargo, los
intervalos de confianza al 95% para las pendientes estimadas utilizando el modelo Il de
regresion, tanto en el caso de los datos volumétricos como integrados, incluyen al valor
1, aunque por escaso margen.
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Figura 5.2. Relacién log-log entre las tasas de absorcién de amonio (pNH,") y liberacién de NOD
(rNODNH4+) obtenida utilizando (a) datos volumétricos y (b) datos integrados para la capa eufética. Los
parametros de las ecuaciones de las lineas de regresion se dan en la tabla 5.4. OC PROD: estaciones
oceanicas productivas (triangulos cerrados); OC OLIGOT: estaciones oceanicas oligotréficas (triangulos
abiertos); PLAT PROD: estaciones de plataforma productivas (circulos cerrados); PLAT OLIGOT:
estaciones de plataforma oligotrdficas (circulos abiertos).
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Al analizar separadamente los datos procedentes de zonas oceanicas y de
plataforma para cada uno de los ambientes estudiados, se observé que las pendientes
obtenidas en las regiones oceanicas (datos volumétricos e integrados), utilizando los dos
modelos de regresion (modelo 1 y modelo I1), y tanto en condiciones oligotroficas como
productivas, resultaron ser significativamente <1 (Tabla 5.4). Por otra parte, con los
datos procedentes de zonas de plataforma (datos volumétricos e integrados), no se
puede descartar que haya una relacion 1:1 entre pNH;* y rNODN™ tanto en las
estaciones productivas como en las oligotréficas (Tabla 5.4). Estos resultados indican
que en los ambientes oceéanicos se libera proporcionalmente menos NOD segln
aumentan las tasas de absorcion de amonio, mientras que en las regiones de plataforma
la cantidad de NOD producido es muy variable y no presenta una disminucion clara con
el aumento de productividad.

Tabla 5.4. Resumen del ajuste de las regresiones al modelo log(pNH,") =b log(rNOD""**)+a. n: nlimero
de observaciones; b: pendiente del modelo de regresion I; EE: error estandar; b'": pendiente del modelo II;
IC 95 %: intervalo de confianza al 95% para las pendientes del modelo de regresion I1 (b").

modelo | modelo 1l
n a b (EE) r? p b' (IC 95%)

Volumétricos

Totales 180 -0.56  *0.84(0.03) 0.76 <0.001 0.97 (0.92-1.02)
OC. PROD. 72 -0.63  *0.76 (0.05) 0.75 <0.001 0.89 (0.79-0.99)
OC. OLIGOT. 28 -0.46  *0.69(0.07) 0.68 <0.001 0.84 (0.70-0.98)
PLAT.PROD 38 -0.39 0.83(0.08) 0.71 <0.001 0.83 (0.65-1.00)
PLAT. OLIGOT 42 -0.68 0.96 (0.10) 0.67 <0.001 1.17 (0.96-1.37)
Integrados

Totales 60 0.19 *0.82 (0.60) 0.76 <0.001 0.95 (0.83-1.07)
OC. PROD. 23 0.05 *0.70 (0.07) 0.74 <0.001 0.81 (0.67-0.95)
OC. OLIGOT. 9 0.58 *0.56 (0.09) 0.70 <0.001 0.67 (0.46-0.87)
PLAT. PROD 14 -0.56 0.95(0.10) 0.86 <0.001 1.02 (0.80-1.23)
PLAT. OLIGOT 14 -0.56 1.04 (0.32) 0.47 <0.01 1.52 (0.83-2.20)

*Pendientes del modelo de regresion | significativamente <1 (p < 0.05)

5.3.3. Absorcion total de nitrégeno y liberacién de NOD en zonas oceénicas.

Las tasas medias de pNOP en condiciones productivas (12.61 nmol N I'* h™)
duplicaron el valor medido en condiciones oligotréficas (5.10 nmol N I h™). Por su
parte, también se encontraron diferencias estadisticamente significativas y equivalentes
a las de pNOP para la tasa promedio de rNOD"™® entre niveles de productividad,
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suponiendo 8.97 y 4.15 nmol N I h* en las estaciones productivas y oligotréficas,
respectivamente (Tabla 5.3).

Al igual que con las tasas derivadas de la absorcién de amonio, se encontr6 una
relacion estadisticamente significativa entre pNOP y rNOD™® | tanto en el caso de las
tasas integradas como en el caso de las tasas volumétricas (Tabla 5.5). En ambos casos,
la absorcion de NOP explicd mas de un 80% de la variabilidad en las tasas de liberacion
de NOD en el océano. Sin embargo, en el caso de las tasas volumétricas (Fig. 5.3a) la
pendiente obtenida, tanto para el conjunto total de datos como para cada uno de los
diferentes ambientes por separado, muestra que no se puede descartar que haya una
relacion 1:1 entre pNOP y rNOD, es decir que en més del 80% de los casos la cantidad
relativa de rNOD™®' no disminuye con el aumento de la absorcién de NOP.

En contraste, la linea de pendiente obtenida considerando el conjunto total de los
datos integrados (Fig. 5.3b) muestra, como en el caso del amonio, la desviacion de la
relacién 1:1 entre pNOP y rNOD™ tanto para el modelo de regresion | como para el
modelo Il. Es destacable el cambio de pendiente que tiene lugar cuando sélo son
considerados los datos integrados procedentes de las zonas productivas, frente a la
pendiente que se obtiene cuando se tienen en cuenta los datos integrados de las zonas
oligotroficas. La pendiente obtenida para las estaciones productivas no se diferencia
significativamente de 1, como en el caso de las tasas volumétricas, mientras que la
pendiente obtenida en condiciones oligotréficas es claramente <1, dado que el intervalo
de confianza al 95% no incluye al valor 1, indicando una relacién inversa entre la
fraccion de NOD liberado y la absorcién total de nitrégeno (Tabla 5.5).

Tabla 5.5. Resumen del ajuste de las regresiones al modelo log(pNOP) =b log(rNOD"™*)+a. n: niimero
de observaciones; b: pendiente del modelo de regresion I; EE: error estandar; b": pendiente del modelo II;
IC 95 %: intervalo de confianza al 95% para las pendientes del modelo de regresion I1 (b").

modelo | modelo Il
n a b (EE) r? p b' (IC 95%)

Volumétricos

Totales 53 -0.88 0.93(0.04) 0.88 <0.001 0.99 (0.91-1.07)
OC. PROD. 40 -0.10 0.93(0.06) 0.85 <0.001 1.01 (0.95-1.07)
OC. OLIGOT. 13 -0.06 0.96 (0.06) 0.95 <0.001 0.99 (0.86-1.12)
Integrados

Totales 20 0.19 *0.78 (0.07) 0.87 <0.001 0.84 (0.69-0.99)
OC. PROD. 14 0.05 0.83(0.08) 0.89 <0.001 0.88 (0.71-1.05)
OC. OLIGOT. 6 058 *0.63 (0.14) 0.80 <0.01 0.65 (0.34-0.96)

*pendientes del modelo de regresion I significativamente <1 (p <0.05)
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Figura 5.3. Relacion log-log entre las tasas de absorcion de nitrogeno total (oNOP) y liberacidn total de
NOD (rNODm') obtenida utilizando (a) datos volumétricos y (b) datos integrados para la capa eufotica.
Los parametros de las ecuaciones de las lineas de regresion se dan en la tabla 5.5. Las estaciones se

representan con simbolos como en la figura 5.2.

105



Capitulo 5

5.3.4. Acoplamiento entre la liberacion de NOD vy la produccién bacteriana.

Para evitar una posible interferencia de los diferentes factores de conversion de
células a carbono utilizados en cada una de las diferentes regiones, el estudio de la
relacion entre la produccion bacteriana y la liberacion de NOD se llevd a cabo, en
primer lugar, mediante la regresion entre el logaritmo de la incorporacion de leucina
(PBLey) Y el logaritmo de las tasas de rNOD“"™* (y rNOD™@). Se encontrd una
correlacion positiva y estadisticamente significativa entre PBi¢, y tanto las tasas de
rNOD""* como de rNOD™® para el conjunto total de datos (Fig. 5.4a,b). Sin embargo,
a pesar de la significacion estadistica de ambas relaciones, la liberacién de NOD explica
menos de un 15% de la variabilidad observada en las tasas de PBy¢,, tanto en el caso de
rNODN"* (r?=0.13) como en el de rNOD"™™ (r? =0.11).
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5,0 A

4,5 1

4,0

log PBLeu (pmol Leu m'3h'1)

3,5 1

3,0 T T T T T T
-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0

log rNOD™** (nmoI NI h™Y)

45

4,0

3,5 A

log PBLeu (pmol Leu m‘3h‘1)

3,0 T T T T T
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0

log rNOD"™™ (nmolI N I h™)

Figura 5.4. Correlacion log-log entre las tasas de incorporacion de leucina (PB.e,) v (a) la liberacion de
NOD a partir de amonio (rNODNH4+) o (b) la liberacion total de NOD (rNODma'). Los parametros de las
ecuaciones de las lineas de regresion se dan en la tabla 5.6. Las estaciones se representan con simbolos
como en la figura 5.2.
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Por otro lado, la relacion entre PBre, Y las tasas de liberacion de NOD no es
continua en todo el rango de productividad, ya que esta relacion varia dependiendo del
ambiente estudiado (Tabla 5.6). Asi, cuando analizamos por separado los datos
procedentes de cada una de la regiones observamos que en las zonas oceanicas
productivas PBe, Se correlaciond positivamente con las tasas de rNODY™** (y
rNOD™®), aunque las tasas de liberacion de NOD explicaron menos de un 25 % de la
variabilidad observada en las tasas de PBe,, tanto en el caso de rNODN™* (r? =0.25)
como de rNOD™ (r* =0.12). En contraste, no se encontraron relaciones
estadisticamente significativas entre PBe, y rNOD™™* y rNOD“® en el océano
oligotrofico ni tampoco en las regiones de plataforma (Tabla 5.6).

Tabla 5.6. Resumen del ajuste de las regresiones al modelo log(rNOD"™") =b log(PB.e)+a y
log(rNOD™ =b log(PB_.,)+a. n: nimero de observaciones; EE: error estandar.

Parametros del modelo

n a b (EE) p

log(rNOD"*") =b log(PB,.,)

Totales 143 4.04 0.24 (0.05) 0.13 <0.001
OC. PROD. 69 4.27 0.44 (0.09) 0.25 <0.001
OC. OLIGOT. 25 3.78 0.05(0.14) - n.s.
PLAT.PROD. 23 4.37 0.12 (0.40) - n.s.
PLAT. OLIGOT. 25 3.75 0.11(0.11) - n.s.
log(rNOD"™ ) =b log(PB, .)

Totales 52 3.63 0.20(0.07) 0.11 <0.05
OC. PROD. 40 3.63 0.20 (0.09) 0.2  <0.05
OC. OLIGOT. 12 3.63 0.15(0.13) - n.s.

n.s. no significativo

5.3.5. Flujo de nitrogeno a traves del microplancton.

Considerando los balances de nitrégeno con los valores medios integrados en la
zona eufotica, la tasa de liberacion de NOD en las estaciones oceanicas productivas
(Fig. 5.5a) represent6 entre un 15% (si consideramos Unicamente el amonio) y un 27%
(si consideramos todas las fuentes nitrogenadas) de la absorcion de nitrogeno. Los
requerimientos bacterianos de NOD apenas supusieron 0.018 mmol N m? h™%, mientras
que las tasas de rNODN™*y rNOD™® fueron, respectivamente, 4 y 24 veces superiores.
Por su parte, el valor medio del porcentaje de liberacion de NOD en el océano
oligotrofico (Fig 5.5b) fue superior al medido en los ambientes oceanicos productivos,
suponiendo entre el 24 y el 42% considerando la absorcion de NH;" y N-total,
respectivamente. Los requerimientos bacterianos de NOD (0.012 mmol N m? h™)

107



Capitulo 5

fueron similares a los medidos en el océano productivo, y representaron de 4 a 17 veces
menos que los valores medios de rNODN™* y de rINOD™™, respectivamente.

FITOPLANCTON

Cla
18.46 + 1.73
__________ . NOP 61.15+2.56

pNH,* 0.61+0.27

BACTERIA
BB 1.91+ 0.27

T PB 0.018 + 0.001

15.33 +£2.33 %
SR NOD
448.35 + 32.53
(27.71 £ 1.71 %)
oNH,* 0.28+0.09 FITOPLANCTON
Cla
16.84 £ 2.74 BACTERIA
BB 1.93+ 1.17

""""" - NOP 68.33+4.15
PB 0.012% 0.02

(24.54 £ 2.53 %)

NOD
531.70 £+ 56.88

(42.54 £ 8.20 %)

Figura 5.5. Flujos promedio (+ EE) integrados en la zona euf6tica para los ambientes oceéanicos (a)
productivos y (b) oligotréficos del Océano Atlantico. La biomasa del fitoplancton indicada como clorofila
a (Cla) y NOP, se expresa en mg de Cla m” y mmol N m?, respectivamente. Por su parte, las masas y
flujos de nitrégeno se expresan en mmol N m” y mmol N m? h™. Los calculos y los factores de
conversion se explican en el texto. Los nimeros en negro representan el porcentaje de liberacién
extracelular de NOD (PLEN"** o PLE™™).
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Las estaciones productivas, localizadas en zonas de plataforma (Fig. 5.6a)
presentaron un menor porcentaje de liberacion de NOD que el medido en las zonas
oceanicas, suponiendo un 17% de la incorporacion de NH,4". En este caso, se encontrd
una buena correspondencia entre los requerimientos de NOD por las bacterias (0.370
mmol N m? h™) y las tasas de rNODN™* (0.360 mmol N m? h™%). Finalmente, en los
ambientes oligotréficos de plataforma (Fig. 5.6b), el PLEN™* fue similar al medido en
las zonas de plataforma productivas, mientras que los requerimientos bacterianos de
NOD fueron 5 veces inferiores a los valores de rNOD"™*,

pNH,* 2.02+0.76 FITOPLANCTON

BACTERIA
86.25 + 24.37
NOP 53.52 +£9.36 t PB 0.370+ 0.09
NOD
333.14 + 44.02

(17.03 £ 1.96 %)

b

FITOPLANCTON

pNH,* 0.82+0.13
NH.* A 4321&11 5 BACTERIA
4 A BB 4.92+ 0.79

NOP 48.51 +8.30
PB 0.045+ 0.02

NOD
346.46 + 39.23

(17.66 + 3.58 %)

Figura 5.6. Flujos de nitrogeno promedio (= EE) integrados en la zona eufética en las regiones de
plataforma del NO de la Peninsula Ibérica en condiciones (a) productivas y (b) oligotréficas. Unidades,
calculos y factores de conversion como en la figura 5.5.

109



Capitulo 5

5.4. DISCUSION.
5.4.1. Tasas de absorcion de nitrégeno y liberacion de NOD.

Hasta donde alcanza nuestro conocimiento, este trabajo constituye la primera
evidencia empirica relacionando la absorcion de compuestos nitrogenados y la
liberacion de NOD. Nuestros resultados muestran una relacion inversa general entre las
tasas relativas de absorcién de nitrégeno y liberacion de NOD en un amplio rango de
niveles de produccion y regiones en la capa superficial del Océano Atlantico, por lo que
se libera proporcionalmente menos NOD segln aumentan las tasas de absorcion de
nitrégeno. Resultados similares fueron obtenidos para el caso del carbono por Teira el
al. (2001b) y Morén et al. (2002), quienes concluyeron la existencia de una relacion
inversa entre la cantidad relativa de COD liberado y la cantidad total de carbono
incorporado analizando datos a lo largo de un amplio gradiente de produccién primaria.

Los valores de PLE por si mismos no permiten diferenciar que fraccion del
nitrégeno absorbido o liberado se debe al fitoplancton y que fraccién a organismos
heterdtrofos (como las bacterias). Sin embargo, las diferencias en la pendiente de las
regresiones obtenidas sugieren la dominancia de procesos diferentes en las regiones
oceanicas y neriticas. Por ejemplo, en las zonas oceanicas, la regresion lineal obtenida
entre las tasas de rNOD™*y pNH," indica una disminucién de PLEN™* a medida que
aumenta la absorcion, mientras que en la plataforma existe una elevada varianza en los
valores de PLEN™* lo que no permite concluir la existencia de una disminucién del
PLEN"** con el aumento de productividad. En este Gltimo caso, el PLEN™* podria ser
considerado, en promedio, un valor constante en el rango de productividad medido. Asi,
en areas con niveles de productividad relativamente altos, como la plataforma
continental de la regién de afloramiento del NO de la Peninsula Ibérica, la relacion
encontrada entre rNOD™* y pNH,", puede ser interpretada como indicativa de una
dominancia de la exudacién directa de NOD por el fitoplancton sobre otros procesos
implicados en la liberacion de NOD (Sendergaard et al. 2000, Meon y Kirchman 2001).
En este caso, la liberacion de NOD dependeria principalmente de la biomasa de
fitoplancton existente en cada momento, la cual, a su vez, no estaria limitada por
procesos troficos que dieran lugar a una gran liberacion de NOD relativa a la absorcion
total (como podria causar el consumo ineficiente de fitoplancton por los herbivoros),
particularmente en situaciones de crecimiento activo del fitoplancton. En contraste, en
regiones con niveles de productividad mas bajos, como son las zonas de océano abierto,
otros procesos microbianos, como la alimentacion ineficiente del microzooplancton
(Jumars et al. 1997) o la lisis de células fitoplancténicas (Agusti y Duarte 2000), pueden
tener mayor importancia frente a la exudacion fitoplanctonica como responsables de la
liberacion de NOD. En estas condiciones, el aumento de la biomasa de fitoplancton
estaria limitado por la rotura de células que causan procesos como los apuntados.

Un namero creciente de estudios ha demostrado que los protozoos pueden
liberar considerables cantidades (10-30%) tanto de COD (Strom et al. 1997, Pelegri et
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al. 1999) como de NOD (Caron y Goldman 1990, Ferrier-Pagés et al. 1998) a partir de
la alimentacion ineficiente de sus presas. Varias investigaciones han mostrado que el
microzooplancton puede consumir mas de un 80% de la produccién primaria diaria en
muchas regiones oceanicas dominadas por fitoplancton de pequefio tamafio (ej.
Quevedo y Anadon 2001). Asi, en estas regiones, la MOD liberada por los protozoos
podria ser equivalente o incluso exceder a aquella liberada por exudacion fitoplantonica.
El predominio del fitoplancton de pequefio tamafio en aguas del Océano Atlantico
(Marafién et al. 2000, 2001), que contribuye proporcionalmente mas a la biomasa que a
la fijacion total de carbono (Fernandez et al. 2003) sugiere que los procesos microbianos
son muy importantes en estas aguas. En este sentido, las medidas de respiracion de la
comunidad microbiana indican una heterotrofia neta en la zona eufética en amplias
regiones del Océano Atlantico (Serret et al. 2001).

Por otro lado, los diferentes resultados encontrados para el analisis de la relacion
entre pNOP y rNOD™® frente a las conclusiones del andlisis de la relacion entre pNH4"
y rNOD"™* indican que los resultados obtenidos para el amonio no pueden ser
extrapolables a todas las deméas fuentes de nitrogeno. A pesar de que la liberacion de
NOD a partir de otras fuentes de nitrégeno (amonio, nitrato y urea) sélo se ha estudiado
en los ambientes oceanicos, su consideracion revela que la proporcion de NOD total
liberado varia de forma significativa segun el nivel de productividad. En las regiones
oligotroficas, la liberacion de NOD total sigue una relacion inversa con la absorcion
total de nitrégeno (como en el caso del amonio). Sin embargo, en las zonas oceanicas
productivas, donde rNODN™* presenta el mismo patrén que en las zonas oligotréficas,
el rNOD™ es una fraccién constante de la absorcion de nitrégeno. Una posible
explicacion de esta discrepancia podria estar en los relativamente elevados valores de
las tasas de liberacion de NOD a partir de nitrato medidas en el océano Atlantico
(Varela et al. [enviado]), particularmente en aquellas provincias biogeoquimicas
clasificadas como oceénicas productivas. En este sentido, en otros estudios se ha
observado que existe una correspondencia entre altos valores de las tasas de liberacién
de NOD a partir de nitrato y altas tasas de absorcion de nitrato, lo que se ha interpretado
como consecuencia de un mayor coste energético de las células al procesar el nitrato
(Ward y Bronk 2001).

Como consecuencia de las relaciones entre absorcion y liberacion descritas, el
PLE del nitrogeno resulta ser muy variable en un amplio rango de niveles de
productividad. Nuestras estimaciones de PLEN"* se encuentran dentro del rango de los
valores publicados previamente por otros autores (Tabla 5.7). Asi, en las zonas
oceanicas los valores de PLEN™* varfan desde 50% medido en la bahia de California
(Bronk et al. 1994) hasta valores ~20 % en el Atlantico Norte (Slawyk y Raimbault
1995). Igualmente, en las zonas de plataforma, nuestros valores concuerdan con la
mayoria de los encontrados por otros autores en sistemas de plataforma-costa (Bronk et
al. 1994, Bronk et al. 1998, Diaz y Raimbault 2000). En este caso, los rangos de
variacion del PLE N™* fueron ain més amplios que los medidos en el océano,
encontrandose valores >50% (Bronk y Ward 1999), ~20% (Bronk et al. 1994, Bronk et
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al. 1998,), e incluso <5% (Hasegawa et al. 2000b). Sin embargo, conviene tener
presente que las estimaciones incluidas en la Tabla 5.7 solamente tienen en cuenta el
NOD liberado a partir de amonio, y se ha encontrado que a partir de nitrato y urea se
pueden liberar cantidades importantes de NOD (Varela et al. [enviado]). Asi, el valor

tota
E

promedio de PL

"es 1.5 veces superior al PL

NH4+
ET

Tabla 5.7. Tasas de liberacién de NOD a partir de amonio (rNODN"*) y porcentaje de liberacion
extracelular (PLEN™**) de NOD determinado en distintos ambientes marinos. Se indica el valor medio (+
error estandar, EE) o el rango de valores.

Localizacion Mes rNODN#* PLENT# Referencia
(mmol N I'* h%) (%)
Océano

Mar Caribe nov 9.8+80 27.8+8.0 Bronketal. (1994)

Southern California Bight oct 26.4+21 50.0+0.9 Bronketal. (1994)

Atlantico Norte sept-oct 16+31 24.1+49 Slawyky Raimbault (1995)

Afloramiento NO Iberia agosto 6.1+4.1 30.9+1.1 Varelaetal (2003b)
sept 21.3+18.1 14.8+138
oct 05+04 16.3+3.1

Océano Atlantico (49°N-33°S) sept-oct 0.3+0.05 25.1+20 Varelaetal. (enviado)
media = EE 27.0x+10.3

Océano Atantico productivo 14+0.3 19.5+2.1 esteestudio
oligotrofico 09+03 26.0+29

Plataforma-Costa

Southern California Bight oct 124+32 205+1.6 Bronketal. (1994)

South Chesapeake Bay abr 36.8+32.1 26.3+12.6 Bronketal. (1994)

Mid Chesapeake Bay may 71.6+59.2 27.8+18.3 Bronketal. (1998)
agosto 55.3+47.0 14.2+18.3
oct 334+39.1 284+254

Monterrey Bay mar 61.9+47.2 16.2+12.0 Bronky Ward (1999)
sept 208+20.1 64.7+22.1

Golfo de Lebn mar-may 0-1.5 0- 36 Diaz y Raimbault (2000)

Akkeshi Bay may - 3.6+ 0.1 Hasegawa et al. (2000b)
jun - 49+04
agosto - 2.7+0.1

Afloramiento NO de Iberia agosto 1.9+0.6 24.1+18.3 Varelaetal. (2003b)
sept 23.1+94 16.0+13.6
oct 16.4+9.3 16.5+11.7
media + EE 20.4+14.8

N-NO lberia productivo 129+23 23.4+19 esteestudio
oligotréfico 105+3.0 224+3.2
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5.4.2. Acoplamiento entre la liberacion de NOD vy las bacterias en la zona eufotica.

En ausencia de grandes aportes de materia organica aléctona, el nitrogeno
organico disuelto del que se alimentan las bacterias deriva en dltima instancia del
fitoplancton, independientemente de los diversos mecanismos implicados en la
liberacion de las sustancias disueltas (ej. Nagata 2000). En esta investigacion, se
encontrd una relacion positiva entre la incorporacion de leucina, y las tasas de
rNODN"* y rNOD"™™. A pesar de la significacion estadistica de ambas relaciones, la
liberacion de NOD explica menos de un 15% de la variabilidad observada en las tasas
de incorporacion de leucina, lo cual parece sefialar un débil acoplamiento general entre
el bacterioplancton y el fitoplancton en la zona eufética. Asi, cuando analizamos por
separado los datos procedentes de cada una de las regiones estudiadas observamos que
solo en las regiones oceanicas productivas la incorporacion de leucina se correlacion6
positivamente con las tasas de liberacion de NOD, mientras que en el océano
oligotrofico y en las regiones de plataforma no se encontro correlacion.

Sin embargo, a pesar de que la existencia de una correlacion entre la produccion
bacteriana y la produccién de COD (Sendergaard et al 1995, Moran et al. 2001) o
ausencia de la misma (Blight et al. 1995, Teira et al. 2003) ha sido aceptada en la
literatura como evidencia de un acoplamiento o desacoplamiento entre las bacterias y el
fitoplancton, la dependencia trofica de las bacterias sobre la liberacion de sustancias
disueltas solo puede ser bien explicada considerando la cantidad total de MOD que
fluye hacia el compartimento bacteriano, es decir, los requerimientos de MOD por parte
de las bacterias (Moran et al. 2002, Teira et al. 2003). En este sentido, algunas
investigaciones han indicado un desacoplamiento entre el fitoplancton y las bacterias
con un alto cociente entre la produccion de carbono orgénico total y la produccion
bacteriana (Tupas et al. 1994, Bird y Karl 1999). Conviene tener presente que, en el
caso del carbono, los requerimientos de las bacterias deben incluir aquel consumido en
la respiracion, mientras que casi todos los requerimientos de nitrogeno se explicarian
principalmente por el crecimiento bacteriano. El presente estudio revela que, en
promedio, hay un exceso de liberacion de NOD con respecto al consumo del mismo por
parte de las bacterias, exceptuando las regiones de plataforma productivas, donde la
liberacion de NOD y su consumo por parte de las bacterias estan, en promedio,
compensadas. Estos resultados apoyan la hipétesis de un acoplamiento débil o incluso
desacoplamiento entre ambos compartimentos.

Las estimaciones de produccion bacteriana estan limitadas en gran medida tanto
por la aproximacion metodolégica empleada como por los factores de conversion
utilizados. Nuestras medidas de PB integradas en las zonas oceénicas, en promedio (0.8
mg C m? h?), se encuentran dentro del rango de valores medido por Zubkov et al.
(2000) en un transecto similar al de este estudio (0.4-2 mg C m? h™) y Bode et al.
(2001b) en aguas oceénicas proximas a Canarias (0.6-12 mg C m h™%). Por su parte, la
PB promedio medida en las zonas de plataforma (10 mg C m? h™') concuerda bien con
los resultados publicados para la zona (ver recopilacién en Valencia et al. 2003). Por lo
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tanto, la falta de correspondencia entre las cantidades de rNOD liberado y la demanda
del mismo por parte de las bacterias no parece causada, en nuestro caso, por una
subestimacion de la produccién bacteriana. Por otro lado, tampoco parece deberse a una
sobreestimacion de las tasas de rNOD (Tabla 5.7), dado que los valores de rNOD
medidos en este estudio concuerdan con los valores encontrados en zonas proximas a
nuestra region de estudio (Slawyk et al. 1998, Bronk et al. 2000,), e incluso en las zonas
oceanicas nuestro limite inferior es méas bajo que otros valores publicados en la
bibliografia (Bronk y Ward 2000).

Conviene tener presente que el acoplamiento determinado mediante el estudio de
la relacion entre el rNOD vy la incorporacion de leucina representa un acoplamiento
instantaneo (“short-term”), a escala de horas, mientras que el acoplamiento que
determina el balance promedio de masas entre las tasas de liberacion de NOD vy la
cantidad del mismo que es consumido por las bacterias puede ser considerado un
acoplamiento integrado espacial y temporalmente (*“steady-state”), representativo de
una determinada situacion tréfica. Asi, en el océano productivo se ha encontrado una
correlacion significativa entre la liberacion de NOD vy las bacterias, sugiriendo que
ambos procesos estan acoplados a corto plazo, mientras que en el océano oligotrofico la
ausencia de correlacién sugiere un desacoplamiento a corto plazo entre el
bacterioplancton y el fitoplancton. Esto podria ser debido a que la distribucion vertical
de la biomasa bacteriana en la zona eufdtica es mas uniforme que la de la biomasa de
fitoplancton. Esta dltima siempre presentd un maximo subsuperficial marcado (ej.
Marafon et al. 2000), particularmente en zonas oligotroficas. Por su parte, en las
regiones de plataforma, el desacoplamiento a corto plazo entre el fitoplancton y el
bacterioplancton podria estar relacionado con aportes de NOD desde areas costeras
préximas (Doval et al. 1997).

Por otro lado, los balances de masas indican que, en promedio, hay un exceso
considerable de liberacion de NOD con respecto a los requerimientos del mismo por
parte de las bacterias, particularmente en los ambientes oligotroficos. Estos resultados
parecen contradecir lo encontrado para el carbono en el océano oligotréfico, donde la
produccion de COD derivada del fitoplancton no seria suficiente para mantener la
actividad bacteriana (Teira et al. 2003). Sin embargo hay que tener en cuenta, en primer
lugar, que gran parte del COD es utilizado para el mantenimiento de las elevadas tasas
de respiracién bacteriana, que se considera la principal responsable del balance
produccion/respiracion netamente heterotrofico caracteristico de las regiones oceanicas
oligotrdficas (Serret et al 2001, Teira et al. 2003). En contraste, el NOD se utiliza para
formar parte estructural de las proteinas y no es liberado directamente en la respiracion.

En segundo lugar, sélo una parte del NOD liberado es labil y puede se
consumido por las bacterias. Se estima que el componente labil del NOD supone entre
un 5-24% del NOD total (Jackson y Williams 1985, Doval et al. 1999, Bronk 2002). Por
lo tanto, si se asume que las bacterias consumen ~ 20% del rNOD, en los ambientes
oceénicos nuestros valores de rNOD"™* compensarian los requerimientos por parte de
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las bacterias. Sin embargo, la fraccion labil de rNOD™@ atin excederia ~5 veces los
requerimientos bacterianos. Estos resultados contradicen, aparentemente, los de Agusti
et al. (2001) y Vidal et al. (1999) que concluyen que son necesarios aportes de NOD
para mantener los requerimientos de nitrogeno de las comunidades planctonicas del
Atlantico Subtropical. Sin embargo, cabe destacar que estos estudios consideran los
balances de masas a una mayor escala (con tiempos de residencia del NOD de hasta
19000 afios) y que gran parte del NOD implicado en este flujo debe ser refractario. Una
posible explicacion del exceso relativo de liberacion de NOD en el océano puede estar
en el propio funcionamiento de la red tréfica microbiana. Asi, se ha encontrado que la
predacion de protozoos sobre las bacterias (ej. Ferrier-Pagés et al. 1998, Kuippers y
Witte 2000, Zubkov et al. 2000), la lisis celular de las bacterias mediada por infeccion
virica (Thingstad 2000) y la excrecién directa por parte de las bacterias (Stoderegger y
Herndl 1998) dan lugar a la aparicion de MOD derivada del bacterioplancton en la
columna de agua (Nagata y Kirchman 1992, McCarthy et al. 1998). Todos estos
procesos contribuyen también a aumentar la concentracion de NOD. Sin embargo,
varias investigaciones han encontrado que la MOD liberada por las bacterias es de
dificil degradacion (Staderegger y Herndl 1998, Ogawa et al. 2001).

En la plataforma, teniendo en cuenta el mismo porcentaje de NOD labil que el
considerado en el caso del océano, la fraccién labil de rNOD™™* producido no seria
suficiente para cubrir la actividad bacteriana, lo cual sugiere la existencia de fuentes
adicionales de NOD que permitan explicar la actividad heterotrofica bacteriana medida
en estas regiones. Una fuente a considerar es el NOD liberado a partir de otras fuentes
nitrogenadas (nitrato y urea). Desafortunadamente, no disponemos de medidas para esta
region, pero el NOD liberado a partir de nitrato podria llegar a ser una fraccion
considerable, particularmente en condiciones productivas, como indican nuestros
resultados para aguas oceénicas (Varela et al. [enviado]). Por otro lado, en algunos
estudios se ha puesto de manifiesto la acumulacién de COD previamente producido en
esta region durante episodios anteriores de afloramiento (Blight et al 1995, Alvarez-
Salgado et al. 2001, Teira et al. 2001a) y su posterior exportacion hacia zonas externas
de la plataforma (Alvarez-Salgado et al. 1999, Alvarez-Salgado et al. 2001). Se ha
encontrado que la acumulacion de COD estd acompafiada también por acumulacién de
NOD (Doval et al. 1997), que podria ayudar a mantener el exceso de produccion
bacteriana medido.

El presente estudio muestra que existe una relacion inversa entre el PLE vy las
tasas de absorcion bruta de nitrégeno en los ambientes oceanicos, mientras en las zonas
de plataforma no hay un patrén de disminucion del PLE segun aumenta la absorcion de
nitrégeno, lo que sugiere la dominancia de diferentes procesos en el control de la
liberacion de NOD en las regiones oceanicas y neriticas. Por otro lado, se encontrd un
acoplamiento débil entre el rNOD y la PB a escalas de tiempo cortas (horas) y un
desacoplamiento a una mayor escala temporal (promediando situaciones productivas y
oligotrdficas) por exceso relativo de rNOD. Este desacoplamiento podria estar causado
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por la excrecion bacteriana de rNOD refractario (particularmente en los ambientes
oceanicos oligotroficos) y aportes terrestres (zonas de plataforma).
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Sintesis

6.1. Liberacion de NOD y estructura de tamafios de los productores primarios.

El trabajo realizado a lo largo de esta Tesis Doctoral analiza las relaciones entre
la liberacidén de NOD, la estructura de tamafios de fitoplancton y la actividad bacteriana.
En los sistemas oceanicos oligotroficos, caracterizados por la dominancia de
fitoplancton de pequefio tamafio (<2 um) y redes tréficas microbianas complejas,
podrian producirse pérdidas relativamente elevadas de MOD, mientras que en las
regiones productivas, donde domina el fitoplancton de tamafio grande (>2 um), es
esperable que las pérdidas asociadas a la fraccion disuelta sean menores. Esta MOD
recién liberada permitiria el mantenimiento de una actividad bacteriana importante.

Entre 1998 y 2000 se realizaron dos campafias oceanograficas (OMEX-0898 y
OMEX-1099) en la region de afloramiento del NO de la Peninsula Ibérica y una tercera
campafia a lo largo de un transecto latitudinal (49° N-35° S) en el Océano Atléantico
(AMT-11) con el objetivo de describir la variabilidad espacio-temporal de las tasas de
liberacion de NOD en relacion a la estructura de tamafios de fitoplancton (Capitulos 3 'y
4). Conviene tener presente que, el analisis integrado de los resultados de estos dos
capitulos, incluye solo las medidas de rNOD a partir de incubaciones con NH,", por ser
el nutriente utilizado en las 3 campafias oceanograficas y por estar presente en
concentraciones detectables durante todo el afio (tanto en situaciones de oligotrofia
como de afloramiento). Ademas, se exploro el efecto de otros substratos nitrogenados
(nitrato y urea) sobre la liberacion del NOD (Capitulo 4).

La gran variabilidad espacio-temporal nos permitié el estudio de un amplio
rango de niveles de productividad, asi como un amplio espectro de estructuras de
tamario de fitoplancton. Los resultados obtenidos en la primera de las investigaciones
(Capitulo 3) muestran que la estructura de tamafios del fitoplancton reflejo los cambios
en el forzamiento fisico del ecosistema pelagico. Asi, las células grandes (>2 pm)
dominaron durante el afloramiento costero detectado en agosto, mientras que en la
misma region durante condiciones de estratificacion dominaron las células <2 um. Por
su parte, en el Atlantico Central (Capitulo 4) dominaba el fitoplancton <2 pum.

Sin embargo, la relacion entre la liberacion de NOD vy la estructura de tamarios
de fitoplancton resultd ser mas compleja. A partir de la informacion obtenida en la
region de afloramiento del NO de la Peninsula Ibérica y el Océano Atlantico se estudio
la variacion del porcentaje de liberacion extracelular (PLE) de NOD en un amplio rango
de situaciones troficas (ver Figura 6.1). Los valores de PLE fueron muy variables y no
se observa ningun patron de distribucién claramente definido entre el PLE y la
estructura de tamafios de fitoplancton. En general, el PLE se incrementa con la
dominancia de las células pequefias pero curiosamente cuando contribuyen mas a la
biomasa que a la produccion. Asi por ejemplo, en el océano oligotrofico encontramos
valores de PLE >40% en situaciones donde las células pequefias contribuyen ~80% a la
biomasa mientras que su contribucion a la produccion es ~40% (esquina inferior
derecha del diagrama P-B). Por otro lado, encontramos valores bajos de PLE (<20%)
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cuando existe una alta contribucion (~60%) de las células pequefias tanto a la
produccion como a la biomasa (esquina superior derecha del diagrama P-B). En
contraste, los valores méas bajos de PLE se corresponden con las estaciones de la region
de afloramiento de la plataforma del NO de la Peninsula Ibérica dominadas por
fitoplancton de tamafio relativamente grande (esquina inferior izquierda del diagrama P-

B).

PLE

100

% PP < 2um

100

% Cla <2 um

Figura 6.1. Diagrama produccién-biomasa (P-B) en el que se representan las estaciones de las camparfias
oceanograficas OMEX-0898, OMEX-1099 y AMT-11 estudiadas en el espacio definido por la
contribucion relativa de las células <2 um al total de la biomasa ( %Cla <2 um) y la produccion primaria
( %PP<2 pum). Las isolineas representan la distribucion de PLE en el espacio definido por el diagrama P-

B y los simbolos representan las estaciones.

En este sentido, recientes investigaciones han evaluado las tasas de liberacién de
NOD por poblaciones microbianas fraccionadas por clases de tamafio, encontrdndose
que el fitoplancton de pequefio tamafio libera mayores cantidades de NOD que el

120



Sintesis

fitoplancton de mayor tamafio (Hasegawa et al. 2000b, Ward y Bronk 2001). Hasegawa
et al (2000b) postularon dos posibles mecanismos que podrian explicar este patrén. Por
un lado, las diferentes interacciones troficas dependientes de la inclusion o no de
fitoplancton de tamafio grande en las botellas de incubacién y por otro, la eficiente
liberacion de NOD por el fitoplancton de pequefio tamafio.

En el primer caso, algunas investigaciones han encontrado que altos porcentajes
de sustancias organicas disueltas se liberan como consecuencia de mecanismos como la
predacion y la alimentacion ineficiente de las presas (ver seccion 1.2) (Gaul et al 1999,
Nagata 2000, Hasegawa et al 2000a, Ward y Bronk 2001). Por su parte, Hasegawa et al.
(2001) evaluaron la contribucion relativa del fitoplancton, microplancton y los
copépodos a la liberacién total de NOD. Estos autores concluyeron que las tasas de
liberacion de NOD por el microplancton eran relativamente superiores a aquellas
liberadas por otros organismos plancténicos (fitoplancton o los copépodos). Ademas la
liberacion de NOD por el microplancton estd acoplada al consumo de NOD por las
bacterias, sugiriendo que un considerable flujo de nitrogeno fluye desde el fitoplancton
a las bacterias a traves del microzooplancton (Hasegawa et al. 2001).

Asi, las mayores tasas de liberacion de NOD, en promedio, encontradas en los
ambientes estratificados del Atlantico Central en esta investigacion, podrian ser
consecuencia del funcionamiento de las redes troficas microbianas, susceptibles de
sufrir mayores pérdidas de sustancias disueltas (ver seccion 1.4). En este sentido, la
depredacion por parte de los protozoos puede llegar a consumir hasta mas de un 80% de
la produccién en algunas regiones oceanicas atlanticas dominadas por fitoplancton de
pequefio tamafio (Quevedo y Anadon 2001). Por su parte, Zubkov et al. (2000)
encontraron que los protozoos consumen el 100% de las poblaciones bacterianas en
algunas regiones del Océano Atlantico. Ademas, Agusti et al. (1998) sugirieron que la
lisis celular del fitoplancton podia ocurrir a tasas lo suficientemente altas como para
influir en la dindmica de las redes troficas y, consecuentemente, en la circulacion
biogeoquimica de la materia organica en los ambientes oceanicos oligotroficos. Una
conclusién similar fue obtenida por Teira et al. (2001b) quienes mostraron que el
porcentaje de produccion de COD con respecto a la produccion primaria total integrada
en un amplio gradiente de niveles de productividad era superior en aguas oligotréficas
dominadas por picoplancton.

En el segundo caso, una mayor relacion superficie-volumen, y en consecuencia
una mayor exudacion y/o difusion pasiva (Carlson 2002) a través de la membrana
celular de los flagelados dominantes en el océano oligotréfico podria ser una
explicaciéon alternativa consistente con los mayores valores de PLE, en promedio,
medidos en el Atlantico Central.

En la actualidad existe un activo debate en torno a la variacién del PLE con la

productividad. En el caso del carbono, las primeras investigaciones (Baines y Pace
1991) concluian que en los sistemas marinos la produccion de COD era siempre una
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fraccion constante de la produccion primaria total. En contraste, en los ultimos afios se
ha observado la existencia de una relacion inversa entre el PLE y la cantidad de carbono
incorporado (Teira et al. 2001b, Moran et al. 2002). Sin embargo en el caso del
nitrégeno, apenas hay estudios previos de la magnitud de PLE, particularmente en
ambientes oligotréficos oceanicos. A pesar de que en esta investigacion el tipo de
metodologia empleada no permite diferenciar la liberacion de NOD por diferentes
mecanismos y nuestras tasas dan cuenta de la liberacion total de NOD por las
comunidades microbianas, la idea de diferentes procesos controlando la liberacion de
NOD en ambientes con niveles de productividad relativamente altos (plataforma del NO
de la Peninsula Ibérica) y ambientes con niveles de productividad menores (Atlantico
Central) esta apoyada por las diferencias encontradas en las relaciones entre el PLE y la
cantidad total de nitrégeno incorporado (ver Capitulo 5).

En la region de afloramiento de la plataforma del NO de la Peninsula Ibérica la
regresion lineal entre las tasas de rNOD™* y pNH," no permite concluir la existencia
de una disminucién del PLEN* a medida que aumenta la absorcién, lo que se
interpreta como indicativa de una dominancia de la exudacion directa de NOD por el
fitoplancton sobre otros procesos implicados en la liberacion de NOD (Sendergaard et
al. 2000, Meon y Kirchman 2001).

En contraste, en las regiones centrales del Atlantico la regresion entre rNODNH**
y pNH;" indica una disminucién del PLEN™* a medida que aumenta la absorcion,
sugiriendo que los procesos microbianos pueden tener mayor importancia sobre la
exudacion fitoplancténica en la liberacion de NOD. EI NOD recientemente producido
suministrara en ultima instancia materia y energia para las poblaciones bacterianas, que
han sido consideradas como las principales responsables de la respiracion heterotrofica
en la columna de agua (del Giorgio y Duarte 2002). Las mayores pérdidas que tienen
lugar en las redes tréficas microbianas, como consecuencia de las complejas y estrechas
relaciones tréficas que se establecen entre compartimentos conducen al establecimiento
de un sistema donde la mayor parte de la produccion es respirada en la capa eufética.

6.2. Relacion entre la liberacion de COD y NOD.

Un segundo objetivo de esta tesis era determinar la correspondencia entre las
tasas de liberacion de NOD y COD. El valor promedio de la relacion C:N de las tasas de
liberacion de MOD medido en algunas estaciones de la plataforma excede
considerablemente el valor C:N encontrado para la composicion de la MOD en la
misma region (Doval et al. 1997, Alvarez-Salgado et al. 1999, 2001) y también al valor
de la relacion de Redfield, indicando un desacoplamiento entre la produccion de COD y
NOD. Estas diferencias en la relacion C:N indican la existencia de diferentes
mecanismos troficos en la dinamica de carbono y nitrogeno en la plataforma del NO de
la Peninsula Ibérica.
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Mientras que el nitrégeno necesita ser conservado porque es un elemento
generalmente limitante de la produccion pelagica (ej. Dugdale y Goering 1967, Glibert
1988), el carbono puede ser liberado en grandes cantidades por una activa excrecion de
carbohidratos (Sendergaard et al. 2000, Meon y Kirchman 2001), particularmente
mono- y polisacaridos en situaciones de limitacion por nutrientes (Ittekkot et al. 1981,
Kirchman et al 1991, Pakulski y Benner 1994, Norrman et al. 1995). Ademas, la
liberacion de COD y NOD no suele estar acoplada en el tiempo. Sgndergaard et al.
(2000) encontraron que, durante la fase de crecimiento activo del fitoplancton se
produce un maximo de produccion de COD vy, posteriormente, cuando la poblacion
entra en fase estacionaria y los procesos troficos comienzan a tener mayor relevancia, se
produce el maximo de liberacion de NOD.

Por otro lado, las bacterias intervienen activamente en el ciclo de la MOD (ver
seccion 1.1). En este sentido, el exceso de COD versus NOD podria ser debido al bajo
consumo de COD por parte de las bacterias (Williams 1995). Varios estudios han
encontrado que las bacterias participan tanto en la absorcion de compuestos
nitrogenados inorganicos (Goldman y Dennett 1991, Kirchman et al. 1994, Capone
2000) como en la absorcion de NOD (letswart et al. 1994, Capone 2000, Berman y
Bronk 2003). Por lo tanto, en situaciones de limitacion por nitrégeno, las bacterias
podrian obtener sus requerimientos de nitrégeno de la fraccién labil del NOD,
incrementandose el exceso relativo de COD con respecto a NOD. Esto podria explicar
nuestros resultados encontrados en el NO de la Peninsula Ibérica, donde los altos
valores de la relacion C:N de la MOD, medidos después del afloramiento, podrian
reflejar una situacién de limitacién por nitrégeno (Varela et al. 2003b).

Por su parte, los procesos microbianos transforman los substratos labiles del
NOD en compuestos refractarios (Ogawa et al. 2001). Estos estudios muestran que la
mayor parte de la MOD de origen bacteriano, constituida por azlcares combinados,
amino &cidos y amino azucares, es refractaria o de dificil degradacion, ya que persiste
en la columna de agua durante largos periodos de tiempo (> 1 afio), lo que contribuiria
también a aumentar la relacion C:N de las tasas de liberacion de MOD (Doval et al.
1999, Alvarez-Salgado et al. 2001).

6.3. Liberacion de NOD y produccién bacteriana.

El ultimo de los objetivos enunciado en esta tesis era determinar la contribucion
del NOD liberado a los requerimientos de nitrdgeno labil por parte de las bacterias
heterotréficas en la capa superficial del Océano Atlantico. En la Gltima investigacion
recogida en esta memoria (Capitulo 5), se encontré una correlacion positiva entre la
liberacion de NOD vy la produccion bacteriana, aunque la liberacién de NOD explicd
menos de un 15% de la variabilidad observada en las tasas de produccién bacteriana,
sugiriendo un débil acoplamiento a corta escala de tiempo entre ambos compartimentos.
En este sentido, Moran et al. (2002) encontraron un desacoplamiento entre la
produccion de carbono organico disuelto y la demanda de carbono bacteriano en aguas
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de NE del Atlantico. Teira et al. (2003) también encuentran ese desacoplamiento en el
giro subtropical del Atlantico Norte. Sin embargo, los balances de masas de esta
investigacion indican que, en promedio, hay un exceso de liberacion de NOD con
respecto a los requerimientos del mismo por parte de las bacterias, indicando un
desacoplamiento a una mayor escala temporal. Por tanto, nuestros resultados parecen
contradecir lo encontrado para el carbono (Teira et al. 2003).

Esta aparente contradiccidn se explica (ver Capitulo 5), primero, por el hecho de
que en los requerimientos de carbono por las bacterias se incluya la respiracion, que
constituye la mayor parte de los requerimientos bacterianos de carbono y que se
produce a tasas relativamente elevadas hasta el punto de que constituye la mayor parte
de la respiracion de toda la comunidad planctonica en la columna de agua (del Giorgio
et al. 1997, del Giorgio y Duarte 2002). Segundo, a pesar de que el NOD comprende un
porcentaje relativamente elevado de la cantidad total de nitdgeno (80% en la capa
superficial del océano abierto y 20% en zonas costeras), muchos de los componentes del
NOD permanecen todavia sin caracterizar, y solo algunos de ellos, entre otros la urea y
los aminoacidos, pueden ser consumidos por las bacterias (Berman y Bronk 2003).
Algunos estudios indican que parte del NOD en el océano abierto es refractario y que su
estructura quimica se conserva a traves de las regiones oceanicas (McCarthy et al.
1998). Investigaciones recientes han encontrado que gran parte del NOD refractario
consiste en restos de la pared celular de las bacterias (Dittmar et al. 2001, Ogawa et al.
2001). Por otro lado, las bacterias pueden obtener los requerimientos de nitrégeno
también de fuentes inorganicas nitrogenadas, como el amonio, e incluso absorber NOD
y amonio al mismo tiempo (Middelboe et al. 1995, Jargensen et al. 1999).

En resumen, nuestros resultados indican que, en promedio, en el océano
oligotrofico se libera un mayor porcentaje de NOD con respecto a la absorcién bruta de
nitrégeno que en zonas productivas, sugiriendo una mayor importancia relativa las redes
troficas microbianas (Azam et al. 1983, Rassoulzadegan 1993) formada por bacterias,
flagelados y ciliados (Figura 6.2a). En este sentido, en el Capitulo 4 se mostré que la
comunidad estaba dominada en mas de un 60% por plancton de pequefio tamafio (<2
um) y basada en la produccién regenerada (Dugdale y Goering 1967), mantenida por el
reciclado de nutrientes en la misma capa fética. Las bacterias consumen parte del NOD
liberado y son consumidas principalmente por flagelados, que a su vez son predados por
los ciliados. El elevado nimero de pasos tréficos entre todos estos microheterdtrofos
(Cushing 1989, Legendre y Rassoulzadegan 1995) daria lugar a mayores pérdidas de
NOD. En contaste, en zonas mas productivas, como la region de afloramiento del NO
de la Peninsula Ibérica, la estructura de tamafios estd dominada por fitoplancton de
tamafo relativamente grande (>2 um), particularmente en los momentos de baja
estratificacion de la columna de agua (Teira et al. 2001a, Varela et al. 2003b). En estos
sistemas (Fig. 6.2b) el NOD fluye principalmente a través del mesozooplancton, siendo
transferido a niveles troficos superiores o exportado hacia el océano (Alvarez-Salgado
et al. 1999, 2001). En este contexto, parece por tanto necesario realizar medidas
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simultaneas de las tasas de liberacion de NOD, respiracion de la comunidad, lisis celular
y actividad depredadora del microzooplancton para poder asi comprender de los
diferentes procesos en el control de la liberacion de NOD en el océano.
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Figura 6.2. Principales flujos de N entre los compartimentos del N disuelto, el fitoplancton y la

comunidad microbiana en (a) condiciones oligotréficas
representativos de las situaciones tréficas mas extrema
grosor los flujos dominantes en cada situacion.
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Conclusiones

1. Las tasas de liberacion de NOD medidas en el Océano Atléantico varian entre 0.01 y
59.46 nmol N I*h™, lo que representa entre un 4 y un 80% de la incorporacion total de
nitrégeno. Estos resultados cubren un amplio rango de productividad (desde zonas
oligotroficas a afloramientos), zonas biogeogréaficas (plataforma y océano abierto, 80°
de latitud) y fuentes de nitrégeno (NH4", NO3’, urea).

2. En las zonas oceanicas templadas y oligotréficas, las formas reducidas de nitrogeno
(NH,", urea) son las principales fuentes nitrogenadas absorbidas por el microplancton, y
por tanto las que mas contribuyen a la rNOD. Cabe destacar la importancia de la urea
como principal sustrato nitrogenado consumido y liberado al sur del ecuador. En
contraste, en el afloramiento de Canarias y en la zona ecuatorial el NOj3 es la principal
fuente nitrogenada absorbida y transformada en NOD.

3. La estructura de tamafios de fitoplancton no presentd un patrén de distribucion
claramente definido con el porcentaje de liberacion extracelular de NOD, ya que éste
resultd ser una fraccion muy variable de la absorcion total de nitrogeno. En promedio,
los valores més elevados de PLE se encontraron en los ambientes oceénicos
oligotroficos, donde la biomasa de picoplancton era dominante.

4. Se encontré una relacion positiva y significativa entre las tasas de absorcion de
nitrogeno y liberacion de NOD, cuya pendiente significativamente menor que 1 indica
la disminucion del PLE al aumentar la absorcion total de nitrégeno. Sin embargo, en las
zonas de plataforma, sujetas a una gran variabilidad estacional, esta relacion general se
pierde y el PLE no aumenta con la absorcién de nitrégeno.

5. La relacion entre las tasas de pCOD y rNOD en la plataforma del NO de la Peninsula
Ibérica fue deébil, encontrandose siempre un exceso considerable de COD recién
liberado con respecto a NOD, comparado con la relacion C:N de la biomasa del
plancton.

6. Las tasas de liberacion de NOD explicaron menos de un 15% de la variabilidad
observada en las tasas de produccion bacteriana, sugiriendo un débil acoplamiento entre
el fitoplancton y el bacterioplancton a escalas de tiempo cortas. Por otro lado, segun los
balances de nitroégeno calculados, se encontré un exceso de NOD liberado con respecto
a los requerimientos bacterianos, lo que sugiere un desacoplamiento entre ambos
compartimentos a una escala de tiempo mayor.
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7. Las débiles relaciones encontradas entre la liberacion de NOD, la estructura de
tamanos del fitoplancton y la actividad de las bacterias, particularmente en el océano
oligotrdfico, sugiere que en estas zonas el NOD se libera mediante la participacion de
procesos tréficos del sistema microbiano a la misma escala temporal que se esta
produciendo la absorcidon de nitrogeno. En estos sistemas debe de existir un elevado
reciclaje del NOD producido.
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