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ABSTRACT

The temporal and spatial variability of bacterial abundance (BA), production (BP)
and respiration (BR) was compared to phytoplankton biomass, salinity,
temperature, turbidity, and fluorescence of dissolved organic matter was
examined during pluviosity extremes in La Parguera and Guanica Bay. A Fiber
Optic Oxygen System (FOXY; Ocean Optics), was used to estimate bacterial
respiration,a novel application in aquatic systems. Estimates of BA, BR, BP and
growth efficiency were 0.27 - 7.82 x 10° cells/ml, 160 - 2,264 pg O/l/d, 1.0 - 39.6
ug C/l/d and 1 - 14% in Guanica while 0.16 -1.24 x 10° cells/ml, 292 - 1,945 g
OJ/lid, 0.3 - 33.2 pg C/l/d and 0.2 - 5% in La Parguera. The presence of
significant microbial metabolic gradients especially during periods of increased
precipitation underscores the importance of studies that examine the relation of
microbial components with environmental cues in tropical systems sustaining
important resources.



RESUMEN

Se compard la variabilidad temporal y espacial de la abundancia (AB),
produccion (PB) y respiracion bacteriana (RB) con la biomasa fitoplancténica,
salinidad, temperatura, turbidez y fluorescencia de la materia organica disuelta,
durante extrema pluviosidad en La Parguera y la bahia de Guanica. El
instrumento “Fiber Optic Oxygen System” (FOXY; Ocean Optics) fue usado para
estimar la respiracion bacteriana, siendo una aplicacién innovadora en sistemas
acuaticos. Los estimados de AB, RB, PB y eficiencia de crecimiento en Guanica
fueron 0.27 - 7.82 x 10° cells/ml, 160 - 2,264 ug O./l/d, 1.0 - 39.6 ug C/l/ld y 1 -
14%, y en La Parguera fueron 0.16 -1.24 x 10° cells/ml, 292 - 1,945 pg Oy/l/d,
03 -332 uyg C/ldy 0.2 - 5%. Se observd la presencia de un gradiente
metabdlico bacteriano, especialmente durante el periodo de lluvias, resaltando la
importancia de este estudio el cual examina la relacion de los componentes
microbianos con cambios ambientales en sistemas tropicales.
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1. INTRODUCCION

Durante los ultimos 50 afos se ha incrementado progresivamente el
estudio de los procesos biogeoquimicos en los sistemas acuaticos y su relacion
con respecto al desarrollo de organismos microbianos. Las bacterias son
componentes biolégicos cruciales involucrados en la descomposicion,
transformacion, mineralizacion de la materia organica disuelta (Cho y Azam,
1990; Kirchman, 2000; Cotner y Biddanda, 2002; Hansell y Carlson, 2002) y en
la dinamica tréfica de los ambientes marinos y de agua dulce (Felip et al., 1996;
Wetzel, 2001). Se ha establecido que la materia organica es un factor limitante
de la tasa de crecimiento bacteriano en sistemas acuaticos (Raffaelli, 1999; Cole

et al., 1988).

Las bacterias plancténicas son importantes en la dinamica trofica de
ambientes marinos y de agua dulce (Felip et al., 1996). La biomasa del
bacterioplancton esta directamente relacionada con el estado tréfico de los
ecosistemas (Billen et al., 1990) y constituye una variable importante en el
estudio de los procesos biogeoquimicos y red trofica en sistemas marinos

(Fukuda et al., 1998).

El oxigeno disuelto ha sido uno de los constituyentes no conservativos
mas estudiados en ecosistemas acuaticos. Este es un agente oxidante esencial

para la mayoria de los organismos vivos, dada su dependencia del proceso de



respiracion aerobica para la generacion de energia y para la movilizacion del
carbono en la célula (Packard et al., 1971). Ademas, el oxigeno disuelto es
importante en los procesos de fotosintesis, oxidacién-reduccién, solubilidad de

minerales y la descomposicion de la materia organica.

La distribucidn del oxigeno en cuerpos de agua naturales esta
determinada por el intercambio gaseoso a través de la superficie del agua, la
produccion fotosintética, el consumo respiratorio y por procesos fisicos de
adveccion (movimiento horizontal del aire causado principalmente por
variaciones de la presidon atmosférica cerca de la superficie) y difusion (Boyer et
al., 1999). Siendo el oxigeno un agente oxidante esencial para la mayoria de los
organismos, es importante medir las variaciones por unidad de tiempo de los
procesos bidticos (fotosintesis y respiracion celular) y abidticos que se

desarrollan in situ, que afectan su concentracion y distribucion.

El oxigeno puede ser continuamente monitoreado usando diferentes
técnicas como el respirometro con una macrosonda. Recientemente se ha
empelado una técnica semicontinua basada en la determinacion de oxigeno por
espectrometria para la medicion de la respiracidon bacteriana en aguas
estuarinas. El método permite el analisis automatizado de hasta 180 muestras
en una sola tanda, proporcionando datos cuantitativos que permiten determinar

el flujo de oxigeno en sistemas acuaticos, incluyendo tasas de transferencia de



gases, procesos de oxido-reduccion, respiracion y fotosintesis (Barth et al.,

2004).

La productividad y respiracion bacteriana estan controladas
principalmente por la cantidad y calidad (composicion de nutrientes) de la
materia organica disuelta (MOD) en sistemas acuaticos (Kirchman, 2000;
Kirchman et al., 2000; Gasol et al., 2002). El incremento de la MOD, producto de
procesos naturales (eg. desembocaduras de rios y lluvias) (Kirchman, 2000) y
actividades humanas (eg. descargas de aguas negras), podria afectar el
metabolismo bacteriano, viéndose reflejado en las condiciones fisicoquimicas de

la columna de agua (Kirchman, 1990).

Las comunidades bacterianas son un componente fundamental en la
mineralizacion de la materia organica disuelta (Elser et al., 1995). Las
transformaciones llevadas a cabo por bacterias son una de las fuentes
principales de nueva materia organica en la columna de agua (del Giorgio y
Peters, 1994; Kirchman, 2000; Hansell y Carlson, 2002). Las bacterias
heterotroficas contribuyen al ciclo de los nutrientes y del carbono en dos formas:
Por la produccion de una nueva biomasa bacteriana (produccion secundaria)
(del Giorgio y Cole, 1998) y por la remineralizacion del carbono organico y
nutrientes (Hansell y Carlson, 2002). La eficiencia en el crecimiento bacteriano
(ECB), la relacion entre el carbono consumido y la biomasa bacteriana

producida, es un factor importante para el entendimiento del flujo de materia



organica en ecosistemas acuaticos (Briand et al., 2004). Algunos autores
enfatizan que los cambios en la ECB se deben a diferentes factores como son la
cantidad y calidad de la materia organica (Azam et al., 1992), peso molecular del
sustrato (Hedges et al., 1988), temperatura (Bjornes, 1986; Hoppe et al., 2002),
tiempo (Meyer-Schulte y Hedges, 1986) y espacio (Griffith et al., 1990). Segun
Pullin et al. (2004), la MOD que es aprovechada por las bacterias para su
crecimiento no sélo depende de la cantidad sino también de la calidad de dicha
MOD. Esto se ve reflejado en la eficiencia de crecimiento bacteriano que es
determinada mediante la relacion entre la produccion de biomasa bacteriana y la

materia organica consumida (Kirchman, 2000).

La produccion de las bacterias heterotréficas en el mar depende de la
disponibilidad de MOD (Cole et al., 1988; Kirchman, 2000). Esta MOD, que es el
mayor constituyente de los ecosistemas marinos costeros (Blough y Del
Vecchio, 2002), es originada por la produccion de fitoplancton, por las lluvias,
entradas de rios, origen antropogénico (del Giorgio y Cole 1998; Hansell y
Carlson, 2002), macroalgas, degradacion de organismos muertos (fitoplancton,

zooplancton, peces etc.), y materia organica de origen terrestre (Hessen, 1985).

Murray y Hodson (1984), llevaron a cabo un estudio de la produccién
bacteriana en relacion con la cantidad de materia organica disuelta en tres
ambientes marinos de las Bahamas: zona de mangle, adyacente al mangle, y la

Corriente del Golfo. Concluyeron que las diferencias en el crecimiento bacteriano



estan dadas por las diferencias en la biodegradabilidad de la materia organica.
No hubo evidencia de que el incremento de la concentracion total de materia
organica proveniente de origen aléctono haya tenido algun efecto inhibitorio en

el crecimiento bacteriano.

Peterson y Howarth (1987), llevaron a cabo un estudio en aguas costeras
y estuarinas en la isla Sapelo en Georgia, y pudieron establecer que la
produccion bacteriana depende en gran parte de la disponibilidad de la MOD,
clasificando sus fuentes principales en dos categorias. La MOD puede ser de
origen marino, principalmente de la actividad in situ de los organismos
planctonicos, o puede ser de origen terrestre, transportada al mar por rios

(Kirchman, 2000; Hansell y Carlson, 2002) o humedales costeros.

Kirschner et al. (2002) evaluaron en dos ambientes salinos poco
profundos en Viena, Austria, la relacion entre la produccién bacteriana y los
cambios en las condiciones meteoroldgicas (dias despejados, tormentas vy
fuertes lluvias). Observaron que la produccidén y crecimiento bacteriano estan
significativamente relacionados a la temperatura (Hoppe et al., 2002) y a la luz
diurna. Las bacterias mostraron una fuerte e inmediata respuesta después de las
lluvias. Lo anterior sugiere que la disminucion en las concentraciones de sal y el
aporte de materia organica proveniente de las lluvias podrian estimular la

actividad bacteriana (Kirschner et al., 2002).



Levi et al. (2004), en un estudio llevado a cabo en 28 lagos al sur de
Québec ubicados en las regiones del St. Lawrence y las montafias Apalaches,
determinaron que la respiracién y produccion bacteriana pueden estimarse a
partir de la concentracion de MOD. Observaron que el incremento de MOD esta

intimamente relacionado con la abundancia y el crecimiento bacteriano.

Los microorganismos planctonicos, particularmente las bacterias
heterotréficas, son responsables de la mayor parte de la respiracion en la
columna de agua en el mar, especialmente en areas poco productivas (del
Giorgio y Duarte, 2002). Esta respiracion microbiana depende de la
disponibilidad de carbono organico disuelto (Williams, 1998). La tasa de
respiracion en sistemas poco profundos es tipicamente alta, con valores
promedio de: 3.36, 3.03 y 2.7 g O./m®/dia, para rios, sistemas costeros marinos

y ciénagas respectivamente (Duarte y Agusti’, 1998).

Doval y Hansell (2000), en un estudio realizado en el suroeste del océano
Pacifico y la region central del Océano Indico, determinaron que existe relacion
entre el carbono organico total (COT) y el consumo de oxigeno. Establecieron
que la oxidacion del COT corresponde entre el 30 y 50% del oxigeno consumido
por encima de los 500 m de profundidad en la columna de agua. También

observaron una fuerte correlacion entre el COT y la temperatura.



Entre las investigaciones que se han realizado en el area, se destaca el
de Corredor et al. (1985), quienes examinaron el efecto del aumento en la
concentracion de nitrégeno a causa de las descargas domesticas en el sector de
La Parguera, analizando el fenédmeno de eutroficacion e identificando algunos

mecanismos naturales que disminuyen significativamente este fenémeno.

El objetivo principal de este estudio fue determinar la fluctuacion espacial
de la produccion, respiracion y eficiencia de crecimiento bacteriano en relacién
con elementos ambientales tales como algunas fuentes de carbono organico
disuelto proveniente principalmente de las lluvias y el aporte de agua
proveniente del sector de Guanica, al este de la Parguera, con el fin de
establecer si durante dos periodos climaticos la variabilidad de la clorofila a,
turbidez y la fluorescencia de la materia organica contribuyen o afectan el

metabolismo bacteriano.

Como parte de esta investigacion se establecié la aplicabilidad del
instrumento Fiber optic oxygen sensor system (FOXY), el cual utiliza una técnica
optica para la determinacién de la concentracion de oxigeno y procesos
respiratorios en sistemas acuaticos. El principio de operacion del sistema se
basa en la cuantificacion de la extincion de fluorescencia de un indicador
lumindforo al contacto con moléculas de oxigeno. Este instrumento permite
analizar muestras en un menor tiempo con respecto a otros métodos facilitando

la medicion de mayor numero de réplicas, es inmune a compuestos quimicos,



salinidad, turbidez, no consume oxigeno y no utiliza reactivos (FOXY System

Operating Manual, 2001).



2. METODOLOGIA

2.1 Area de estudio

Este estudio se llevo a cabo al suroeste de Puerto Rico en los sectores de
Guanica y La Parguera (Figura 1). Esta area se caracteriza por ser la zona mas
seca de Puerto Rico debido a la topografia de la Isla. La presencia de montafias
y vientos predominantemente del noreste recogen humedad al pasar por el
océano y al llegar a las montafias esta humedad se condensa, causando
significativas precipitaciones en la zona noreste de la Isla, disminuyendo
significativamente hacia el suroeste. El periodo de lluvia es de agosto a
noviembre y la temporada de sequia es de diciembre a abril. Las temperaturas
fluctian de 24°C - 28°C con un promedio anual de 25°C La humedad relativa

varia entre 65 a 80% (Ramirez, 2002).

La Bahia de Guanica recibe material terrestre proveniente de la descarga
del rio Loco. Este recibe aguas de otros afluentes entre los que se destacan:

Quebrada Grande y rio Cafias, ademas de la entrada de aguas negras.

La Parguera recibe pocas lluvias y los patrones climaticos son dominados
por la zona de alta presion de Bermuda, la cual mantiene un flujo constante de
vientos del este de marzo a julio. Los vientos se vuelven esporadicos y mas

humedos durante la época de huracanes vy finalmente en invierno,



ocasionalmente frentes frios del noreste causan una disminucién de los vientos

del este y hay un incremento en las lluvias (Corredor et al., 1985).

El ecosistema adyacente al poblado de La Parguera recibe directamente
las descargas domeésticas de casetas y casas flotantes utilizadas principalmente
con propositos recreativos (Corredor et al., 1985). Actualmente La Parguera
posee una planta de tratamiento de aguas residuales la cual minimiza la entrada
de entrada de nutrientes inorganicos al area litoral (Corredor y Morell, 1994). Sin
embargo en épocas de alta pluviosidad el sistema de alcantarillado se desborda
y el deslave insular ocasiona un aumento en la entrada de material organico al
mar. No obstante esta area esta constituida por diferentes ecosistemas
(manglares, arrecifes de coral, pastos marinos, entre otros), algunos de los

cuales funcionan como reguladores de la materia organica.

En el area de Guanica se establecieron 4 estaciones y en La Parguera 6
estaciones de muestreo (Figura 1). Se realizaron dos muestreos en cada una de
las estaciones, uno en la época seca (enero y marzo) y el otro en la época de
lluvia (octubre y noviembre), periodo comprendido entre los meses de enero a

noviembre de 2007.
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La Parguera Guénica

P1. Veril Gl.Est. 1
+ P2. Media Luna G2. Est. 2
PUERTO RICO P3. Romero G3. Est. 3

P4. Bahia bioluminiscente  G4. Est. 4
P5. Caballo Blanco

Gl

Parguera Guanica

4 mias

Figura 1. Ubicacién de las estaciones de muestreo. Fuente: Google Earth.

Durante los dias de muestreo se utilizé un bote mediano propiedad del
Departamento de Ciencias Marinas de la Universidad de Puerto Rico para el

desplazamiento a las diferentes estaciones. Se llevaron a cabo muestreos a dos
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profundidades diferentes (1 y 5 m), con el fin de establecer si la profundidad es
un factor determinante en la distribucién del material organico disuelto

fluorescente y como este afecta el desarrollo bacteriano.

2.2 Materiales y equipos

La coleccion de las muestras se llevd a cabo mediante la utilizacion de
una botella Niskin. También se utilizé un Aparato de Fluorescencia Submarino
Autéonomo (SCUFA II; Turner Designs) el cual tomé6 datos de fluorescencia in
vivo de clorofila a (ChlaFl) y turbidez (Turb) tomando lecturas a cada metro, por
periodos de 2 minutos, hasta llegar a 10 metros, si la profundidad lo permitia.
Las unidades de Chla son ug/l y las de turbidez son unidades nefelométricas de
turbidez (NTU). El instrumento se calibr6 segun Otero y Carbery (2005). El
SCUFA se calibré llevando a cabo regresiones de concentracion de clorofila
estimados con métodos de extraccion (ver adelante para mas detalles) y de
estandares nefelométricos de turbidez de formalina (NTU) versus ChlaFly Turb.
Un miniCTD (StarOddi) fue acoplado al SCUFA permitiendo obtener los datos de
salinidad (SP), temperatura (°C) y profundidad (m) en cada una de las
estaciones. La calibracion del instrumento fue ajustada de acuerdo a las
desviaciones derivadas de lecturas de subestandares de salinidad estimada por

refractometria.

2.3 Determinacion de Clorofila a por Extraccion

Las muestras se filtraron en un sistema de vacio con filtro GF/F. La

concentracion de clorofila a (Chla) se cuantific6 mediante el empleo del método
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fluorométrico modificado de acuerdo a Phinney y Yentsch (1985). El protocolo
del analisis inicié con la extraccion de los pigmentos fotosintéticos con 10 ml de
acetona al 90% durante 24 horas a 4°C en oscuridad. Las muestras fueron
sacadas del refrigerador y centrifugadas por 5 minutos para remover particulas
residuales (Jones, 1999), se tomd una alicuota del extracto y se midio la
diferencia de la fluorescencia antes y después de acidificar, en un fluorémetro
Trilogy (Turner Desings) con excitacion de 430 y emision de >670 nm. La
calibracion se llevo a cabo utilizando un estandar de Chla de Anacystis nidulans
(Sigma). La concentracion del estandar primario se determind
espectrofotométricamente usando el método tricromatico (Clesceri et al., 1998).
Diluciones del estandar primario fueron analizadas como muestras para derivar

la curva de calibracién (Figura 2).
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Figura 2. Ejemplo de una de las Curvas de calibraciéon (marzo de 2007) utilizadas para
la obtencion de la concentracion de Chla en las muestras de cada una de las
estaciones.
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2.4 Materia organica disuelta fluorescente

2.4.1 Anélisis de las muestras

La determinacién de la materia organica disuelta fluorescente (MODFI) se
realizd6 usando un fluorémetro Trilogy (Turner Desings), de acuerdo a unas
modificaciones del método de Amador (1990). Las muestras fueron filtradas y
analizadas bajo condiciones fluorométricas de excitacion de 365 nm y emisién
de 430nm. EI material organico disuelto fluorescente es reportado en

nanogramos de sulfato de quinina (ng SQ/ml).

2.4.2 Curvade calibracion

Para la realizacion de la curva de calibracién se prepararon inicialmente 5
estandares de concentracién conocida (8, 16, 32, 64 y 128 ng SQ/ml) y un
blanco (acetona), los cuales se analizaron en un fluorémetro para determinar la
fluorescencia de los estandares y construir la curva de calibracion para la

materia organica disuelta fluorescente (MODFI) (Figura 3).
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Figura 3. Ejemplo de una de las curvas de calibracion utilizadas para la obtencién de la
concentracion de MODFI (ng SQ/ml) en las muestras de cada una de las estaciones.

2.5 Abundancia Bacteriana

La abundancia bacteriana (AB) se determind mediante conteo directo de
bacterias por microscopia de epifluorescencia (Paul, 2001). Las muestras se
fijaron con formalina prefiltrada (0.2um) a una concentracion final de 2%. A
continuacion, se anadié 0.5 ml de una solucion de 4’6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) a la muestra para alcanzar una concentracién final de 5 pg/ml para tefiir
el material nucleico bacteriano. Después de 7 minutos de tincién las muestras
se filtraron (1 ml de la muestra) a través de un filtro de policarbonato (Osmonics)
de porosidad de 0.2 um. Los filtros se colocaron en laminillas, se les adiciond
una gota de aceite de inmersién y se cubrieron con un cubreobjetos para su
observacion en el microscopio de epifluorescencia. Se llevaron a cabo conteos

seleccionando al azar diferentes campos visuales en la misma lamina hasta un
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total de 300 células, se utilizaron dos réplicas por cada una de las muestras. Se
tomaron fotografias de cada una de las laminas para llevar un registro de las
muestras. Para determinar el numero de células por muestra, se obtuvo
previamente el factor de conversion para cada una de las dos columnas de
filtrado, y se obtuvo teniendo en cuenta el diametro de las columnas. El factor de
conversion para la columna A fue 2.213 x 10% y el de la columna B fue 2.253 x
10%. Posteriormente se calculd el nimero promedio de células mediante la
division del numero total de células sobre el numero de campos visuales
empleados. El promedio de células fue dividido entre el volumen filtrado y

multiplicado por el factor de conversion. La ecuacion es la siguiente:

Promedio de celulas por campo

AB(Cel /ml) = X {Factor de conversion x 0.94}

Volumen filtrado

2.6 Produccion Bacteriana

La produccién bacteriana (PB) se determin6 mediante el método de
filtrado con incorporacion de leucina tritiada (*H-leucina) (Paul, 2001). Las
muestras se colectaron en botellas oscuras de polipropileno de 500 ml que
habian sido previamente lavadas con HCI 10%, agua destilada y en el campo se
enjuagaron con agua de la estacion a muestrear. En el laboratorio, se
transfirieron alicuotas de las muestras (2.5 ml) a tubos estériles de 15 ml, y se
preparé un control al cual se le afadid6 TCA (acido tricloro acético al 5% de
concentracion final). Luego se procedid a la adicion de la leucina a una

concentracion final de 20 nM, cuya incorporacién es utilizada como una medida
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de produccion de biomasa mediante la sintesis de proteinas. A continuacion se
incubaron las muestras por un periodo de 3 horas. Después de la incubacion, se
fijan las muestras con TCA al 5% de concentracion final, y se guardaron a 5°C

hasta su analisis posterior.

Las muestras se calentaron a 80°C durante 15 minutos; se dejaron enfriar
y se filtraron, luego se lavaron con TCA frio y después con etanol al 80%. Se
colocaron los filtros en “vials” de centelleo y se les afadid 5 ml de liquido de
centelleo para su posterior analisis en el analizador de centelleo Beckman LS-
9500. Los resultados finales se reportaron en microgramos de carbono / litro /
dia (ug C/l/d). Para calcular la producciéon de biomasa se utilizd la siguiente

formula:

i DPM KLeu
PB(tqC /L dia) = X
(g ) (AELeuj (Vol -tj

donde:

DPM = (Promedio de las desintegraciones por minutos de tres replicas menos
las de un blanco).

AELeu = Actividad especifica de Leucina (DPM / mmol).

KLeu = Coeficiente de fijaciéon de carbono celular por incorporacién de leucina
(3.1 x 10° ug C / mmol Leu).

Vol = Volumen filtrado (0.0025L).

t = Tiempo de incubacién: 3 horas = 0.125 d.
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2.7 Medidas de Oxigeno

2.7.1 Principios del método:

El principio de la técnica utilizada para la medicion de oxigeno se basa en
la extincion de la fluorescencia de un fluoréforo en la presencia de oxigeno
(McDonagh et al., 2002). La intensidad de fluorescencia depende de la presién
parcial de oxigeno, siendo ambos parametros inversamente proporcionales

(MacCraith et al., 1994).

El oxigeno puede extinguir la fluorescencia de ciertos luminoforos, esto se
llama fluorescencia dindamica de extincién. La colision de una molécula de
oxigeno con un fluoréforo en su estado excitado conduce a una transferencia no
radiactiva de energia. El grado de extincion de la fluorescencia se relaciona con
la frecuencia de colisiones y por lo tanto con la concentracion del oxigeno
contenido (MacCraith 'y McDonagh, 2002). Este fluoréforo presenta
considerables ventajas sobre otros indicadores:

1. Fuerte absorcion en el visible (regién azul-verde) lo cual permite el
empleo de diodos LED (Light emission diodes) como luz fuente de
excitacion.

2. Presenta una importante diferencia entre la longitud de onda de excitacién
y de emision permitiendo la utilizacion de filtros en lugar de
monocromadores.

3. Tiene tiempos de vida muy largos lo que les confiere la posibilidad de

desarrollar dispositivos basados en tiempo de vida (McEvoy et al., 1995).
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2.7.2 Ecuaciones y calibracion:

La mediciéon de la extincion de la fluorescencia del indicador (Ru) esta
relacionada cuantitativamente con la presion parcial de oxigeno y descrito por la

ecuacion de Stern-Volmer:
F -
Tﬂ 1vkp,

Donde:
lo es la intensidad de fluorescencia a una presion cero de oxigeno,
| es la intensidad de fluorescencia a una presion p de oxigeno,

k es la constante de Stern-Volmer (Burke et al., 2005).

Para la calibracion del instrumento se tomaron en cuenta dos factores: Se
establecié si era necesario el compensar por diferencias o fluctuaciones de
temperatura y se determind qué tipo de algoritmo se utilizaria para la calibracion.
El algoritmo lineal Stern-Volmer (definido anteriormente), requiere de al menos
dos estandares de concentracion de oxigeno conocidos, mientras que el
algoritmo polinomial de segundo orden requiere de al menos tres estandares de
concentracion de oxigeno conocidos (FOXY System Operating Manual, 2001).
Dicho algoritmo es: lo/l =1 + Kq * [0] + Ko * [O]?

Donde:

lo es la intensidad de fluorescencia a una presion cero de oxigeno,
| es la intensidad de fluorescencia a una presion p de oxigeno,

K4y Kz son la primera y segunda constante de Stern-Volmer.
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El algoritmo polinomial de segundo orden provee mayor exactitud en los
resultados, especialmente cuando se trabaja en un amplio rango de

concentracion de oxigeno.

2.7.3 Componentes y Funcionamiento del Sistema de Sensor de

Oxigeno por Fibra Optica (FOXY, por sus siglas en inglés)

El FOXY (Ocean Sensors, Inc.), estda compuesto por un indicador
fluorescente a base de rutenio en un gel sélido hidrofébico encapsulado en
silicona para su proteccion y que permite su utilizacién tanto en medios liquidos
como gaseosos. El sistema incluye una luz LED (Diodos emisores de luz) que
envia un haz de luz a ~475 nm a través de una fibra 6ptica para la excitacion del
sensor de rutenio, el cual fluoresce emitiendo a un largo de onda ~600 nm con
intensidad inversa a la concentracion de O, segun mencionado en la seccién
anterior. Si el complejo de rutenio excitado encuentra una molécula de oxigeno,
el exceso de energia es transferido a la molécula de oxigeno, decreciendo o
extinguiendo la senal de fluorescencia. Dicha fluorescencia es transmitida a
través de fibra 6ptica a un espectrometro, con el cual se cuantifica. El programa
OOIFOXY, se utiliza para integrar los datos de fluorescencia con las férmulas de

Stern-Volmer descritos anteriormente.
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2.7.4 Calibracion del FOXY

Las muestras se mantuvieron a una temperatura constante de 23°C + 2,
la cual fue similar a la temperatura del laboratorio, permitiendo llevar a cabo la
calibracion sin compensar por fluctuaciones de temperatura. Ademas se
procedié a utilizar el algoritmo polinomial de segundo orden ya que se disponia

de mas de dos estandares de oxigeno conocidos.

El instrumento se calibr6 momentos antes de la lectura de las muestras.
La calibracién se llevdo a cabo mediante la combinacion de nitrégeno y aire
comprimido utilizando medidores calibrados de flujo de gases en combinacién
con un tubo de mezcla de gases (Cole Parmer Corp.). Los estandares utilizados
y la proporciéon de gases para cada uno de ellos estan referenciados en la Tabla
1. Se realiz6 la lectura de los estandares, iniciando con la concentracion O ppm
de O; la cual se obtuvo mediante el flujo de nitrégeno a través de una celda
oscura que contiene el sensor de oxigeno, seguido de las demas
concentraciones. La concentracion maxima de O, se tomé como 8.4 ppm o

100% de aire.

Tabla 1. Porcentajes de nitrégeno y aire comprimido correspondientes a cada uno de
los estandares utilizados para la calibracién del FOXY.

Concentracion Oxigeno (ppm) % Nitrogeno % Aire comprimido
0.00 100 0
6.46 23 77
7.00 17 83
7.64 9 91
8.40 0 100
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2.8 Respiracion

Se determiné la respiracién entre parejas de muestras incubadas en
jeringuillas. La concentracion de oxigeno de las primeras jeringuillas se fijé
usando formalina al 2% de concentracién final. Las segundas jeringuillas se
incubaron por un periodo de 3 horas y la diferencia en la concentracién de
oxigeno entre las primeras muestras y las incubadas determind la respiracion.
Para establecer la respiracion en 24 horas, los valores obtenidos en las tres
horas de incubacion fueron multiplicados por un factor de 1.02, esto teniendo en
cuenta los resultados en las series de tiempo utilizados para determinar el
periodo de incubacién (Figura 7), donde se observd que el incremento entre 3 y

24 horas de incubacion fue del 2%.

2.9 Eficiencia de Crecimiento Bacteriano

La eficiencia de crecimiento bacteriano (ECB), la relacion entre el carbono
consumido y la biomasa bacteriana producida, fue determinada a través de la

siguiente ecuacion:

ECB=[—> | x 100
PB+RB

Donde:
ECB = Eficiencia de crecimiento bacteriano.
PB = Produccién bacteriana.

RB = Respiracion bacteriana representada en el carbono consumido.
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Los datos de respiracion (ug O»/I/d) fueron convertidos a su equivalente en CO,,
dividiendo los valores de oxigeno consumido entre 2.7. Este valor (2.7) se
obtuvo dividiendo el peso atomico del oxigeno (O;) entre el peso atomico del

carbono (C).

2.10 Recoleccion y analisis de las muestras

Las muestras fueron colectadas utilizando una botella Niskin (5L). Un
volumen de 50ml fue transferido a jeringuillas plasticas donde fueron fijadas en
el momento (tiempo cero) o incubadas en la oscuridad por 3 horas para luego
ser fijadas como fue descrito anteriormente. Posteriormente, las muestras fueron
inyectadas directamente a una celda oscura equipada con una sonda de rutenio
y entrada de gases de calibracion. Este arreglo facilitd la calibracion al alternar
muestras con gases de calibracion, a la vez que evitd la exposicion directa al
aire. Las calibraciones se realizaron cada 5 muestras analizadas, esto con el fin
de mantener constante la estabilidad del FOXY vy evitar alteraciones en la lectura

de las muestras.

2.11 Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando el programa InfoStat 2008,
version 3.0. Se llevd a cabo un analisis descriptivo de cada una de las variables.
El grado de dependencia entre variables se determind a través de modelos de
Correlacion lineal. Las variables fueron normalizadas utilizando transformaciones

a Logaritmo.
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Las variables abidticas y bidticas fueron correlacionadas utilizando el
coeficiente de correlacion de Pearson. Para comparar estadisticamente las dos
areas de muestreo (Guanica y Parguera) se utilizaron réplicas por duplicado de
cada una de las estaciones de muestreo que fueron tomadas a uno y cinco
metros de profundidad. También se llevé a cabo un analisis de correlacion entre

todas las variables para establecer cuadles presentan una relacion significativa.

Los datos de todas las variables fueron evaluados mediante el analisis de
varianza (ANOVA) con un disefio anidado para las épocas de muestreo, las
areas de estudio y las estaciones dentro de cada una de las areas. Finalmente,
se hizo un analisis de agrupamiento a dos vias con el programa PC-ORD 5.10,
para determinar el patréon de asociacion de las estaciones de acuerdo a las
variables estudiadas. Se utiliz6 la medida de distancia de Bray-Curtis y el
meétodo de encadenamiento promedio. Las variables utilizadas para este analisis
fueron: turbidez, Chla, MODFI, abundancia, respiracion, produccioén bacteriana y

ECB.
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3. RESULTADOS

3.1 Resultados de las pruebas preliminares
3.1.1 Estabilidad y exactitud del instrumento

La estabilidad del FOXY se estimé mediante la lectura de los estandares
de oxigeno a diferentes tiempos para observar los cambios con respecto a una
calibracion inicial (Tabla 2), y de esta forma poder determinar cual es la
frecuencia en la que se deben llevar a cabo las calibraciones con el fin de
minimizar el efecto de la inestabilidad del sensor relativo a los estimados de O,
de las muestras analizadas. Para determinar la precision, inicialmente se
hallaron las diferencias entre los valores obtenidos con respecto a cada uno de
los estandares de concentracion de oxigeno, posteriormente estos valores

fueron promediados y se establecié que la estabilidad del FOXY es + 0.058ppm.

Tabla 2. Comparacion de la lectura de los estandares de O, (ppm) a diferentes tiempos
con respecto a una calibracion inicial.

Lectura Conc. O, Conc. O, Conc. O, Conc. O, Conc. O,

Calibracion 0.00 6.46 7.00 7.64 8.40

(1 hora) 0.02 6.54 712 7.57 8.46
(2 horas) -0.02 6.51 7.09 7.55 8.47
(3 horas) -0.01 6.56 7.08 7.54 8.44
(4 horas) 0.00 6.55 7.12 7.62 8.45
(5 horas) -0.02 6.49 7.09 7.54 8.38
(5 Y2 horas) -0.01 6.52 7.03 7.54 8.41
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Para determinar la exactitud del FOXY, se realizaron lecturas de la
concentracion de O, durante diferentes dias en el muelle del botero de isla
Magueyes y se compararon con el método de Winkler (Figura 4). Estas pruebas
indican que las medidas de oxigeno utilizando el FOXY fueron muy similares a la

del método de referencia de Winkler con un sobreestimado <1%.

8.8

8.4/

o FOXY
B Winkler

Ozppm

3/8/2005 3/9/2005 3/10/2005
Dia de muestreo

Figura 4. Concentracion de O, mediante FOXY y el método de Winkler en el muelle del
botero de isla Magueyes entre los dias 8 y 10 de abril de 2005.

Se llevaron a cabo las siguientes pruebas preliminares:

3.1.2 Impermeabilidad de Jeringuillas:

Con el fin de conocer la permeabilidad de las jeringuillas, se realizaron
unas pruebas que consistieron en introducir nitrégeno gaseoso dentro de las

jeringuillas. Unas jeringuillas presentaban en su interior agua y las otras
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contenian unicamente el nitrégeno. Se dejaron incubar por un periodo de 24
horas en intervalos de 2 horas para cada una de las muestras, posteriormente

fueron analizadas en el FOXY (Figura 5).
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Figura 5. Estabilidad de las jeringuillas, a) con nitrégeno gaseoso, y b) con nitrégeno +
agua.

La variacién de los resultados de las pruebas fueron: £ 0.085 ppm para
las jeringuillas con nitrégeno gaseoso, y + 0.032 ppm para las jeringuillas con
nitrégeno y agua. De acuerdo a los resultados, se pudo establecer que las

jeringuillas no presentaron algun tipo de intercambio gaseoso significativo con el
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medio circundante y que los minimos cambios observados en la concentraciéon
de O, estan relacionados con la estabilidad del sensor (0.058 ppm) y precisiéon

del instrumento (0.066 ppm).

3.1.3 Efectividad de la formalina

Se llevaron a cabo pruebas con diferentes concentraciones finales de
formalina (1, 2, 3, 4 %) con el fin de determinar cudl concentracion era la mas
adecuada para fijar las muestras. Los resultados mostraron que la concentracién
final de formalina al 2% era suficiente ya que en los porcentajes mayores se
observaron resultados similares (Figura 6) y el volumen de formalina utilizado
seria mayor. Por tal motivo se decidi6 emplear 3 ml de formalina (37%

formaldehido) que corresponden a una concentracion final de 2%.
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Figura 6. Concentracion de O, después de 3 horas de incubacion de muestras fijadas
con diferentes concentraciones finales de formalina.
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3.1.4 Tiempo de incubacién

Para establecer el tiempo de incubacion a utilizarse a lo largo del estudio,
se colectaron muestras del varadero de Isla Magueyes en jeringuillas de 60 mly
se incubaron por diferentes periodos de tiempo: 0, 1, 2, 3, 6, 12, 24 y 48 horas

(Tabla 3; Figura 7).

Tabla 3. Concentracion de oxigeno a diferentes horas de incubacion de muestras del
varadero de isla Magueyes.

Horas de Concentracion
incubacién Oxigeno ppm
0 8.55
1 8.34
2 8.00
3 7.53
6 7.45
12 7.42
24 7.40
48 7.43
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Figura 7. Series de tiempo donde se establece el consumo de oxigeno en jeringuillas
incubadas por un tiempo de 48 horas de muestras provenientes del varadero de isla
Magueyes.
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Los resultados muestran un decaimiento rapido de O, durante las
primeras tres horas de incubacion seguido de una disminucién drastica en la

tasa de consumo de O, posteriormente.

3.1.5 Prueba Winkler para respiracion

Se colectaron muestras en 3 estaciones del sector de Guanica. Unas
muestras fueron fijadas en campo y las otras se incubaron por un periodo de 3
horas. Posteriormente fueron analizadas mediante el método de Winkler y el
instrumento FOXY (Figura 8). El propdsito fue poder comparar las dos técnicas
en la determinacion del consumo de oxigeno en muestras de agua después de
un tiempo de incubacion y de esta manera poder establecer la exactitud del
FOXY. Dichas comparaciones indicaron que el promedio de las medidas de
consumo de oxigeno utilizando el FOXY fueron 87.5% similares con respecto al

método de referencia de Winkler.
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Figura 8. Comparacion del método Winkler y el FOXY en la determinacion del consumo
de oxigeno en 3 estaciones del sector de Guanica en el mes de febrero de 2007.
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3.1.6 TSB

La respiracion en muestras de aguas enriquecidas con caldo de extracto
de soya y tripticasa (Trypticase Soy Broth; TSB) fue estimada para simular
condiciones de altos niveles de nutrientes en el medio ambiente (Figura 9). Los
resultados mostraron un consumo significativo de oxigeno durante las 6
primeras horas de incubacién y posteriormente tendié a estabilizarse. En el caso

de la muestra control se pudo observar un patrén similar al de la seccion

anterior.
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Figura 9. Cambios en la concentracion de oxigeno (consumo) en una muestra fertilizada
con TSB e incubada por un periodo de 48 horas.
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3.2 Parametros ambientales

3.2.1 Precipitacion

La precipitacion para el afio 2007 en el area de estudio fue de 49.28 cm.
(USGS Caribbean water science center, 2008) (Figura 10). En ocasiones se
generan lluvias torrenciales de 5 cm/dia aprox. (eg. 11 de diciembre de 2007) lo
que representa entradas significativas de materiales terrestres, por ejemplo,

desde la Bahia de Guanica al este.

Precipitacion (cm)
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Figura 10. Precipitacion (cm) durante el afio 2007. Fuente: USGS Caribbean Water
Science Center.
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3.2.2 Temperatura

La temperatura a un metro de profundidad en el area de Guanica
presento un valor maximo de 27.2°C en la estacion 3 en el mes de octubre, y un
valor minimo de 25.6°C en la estacion 2 en el mes de enero (Figura 11a). Los
valores promedio de temperatura para el area de Guanica fueron 26.0 y 26.6°C

para enero y octubre, respectivamente (Tabla 4).

La Parguera presentd un valor maximo de 27.1°C en la estacion 1 (Veril)
a 1y 5 metros de profundidad en el mes de noviembre mientras el valor minimo
de temperatura fue de 25.9°C en la misma estacion durante el mes de marzo a
una profundidad de 5 metros (Figura 11b). Marzo y noviembre presentaron

valores promedio de temperatura de 26.1 y 26.7, respectivamente (Tabla 4)

La prueba de ANOVA indicé que no hubo diferencias significativas entre

las temperaturas promedios a 1 y 5 metros de profundidad durante el estudio

(F=0.0014; p>0.05).
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Figura 11. Temperatura (°C), en las estaciones de Guanica (a) y La Parguera (b). Las
temperaturas minimas fueron registradas en los meses de enero y marzo mientras que
las maximas se registraron durante los muestreos de octubre y noviembre.
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3.2.3 Salinidad Practica

La salinidad en Guanica presenté un maximo de 35.2 en la estaciéon 2 a
una profundidad de 1 metro en el mes de enero, y un minimo de 16.8 en la
estacion 4, a 1 metro de profundidad en el mes de octubre (Figura 12a). Los
valores promedio de salinidad para enero y octubre en Guanica fueron 34.6 y

28.2, respectivamente (Tabla 4).

La Parguera presentd un maximo de 34.9 en la estacion 6 (Pueblo) a 1
metro de profundidad en el mes de marzo, y un minimo de 31.0 en la estacion 5
(Caballo Blanco) a 1 metro de profundidad en el mes de noviembre (Figura 12b).
Los valores promedio de salinidad en la Parguera para marzo y noviembre

fueron 34.7 y 31.4, respectivamente (Tabla 4).

El cambio en la salinidad para el area de La Parguera entre los muestreos
llevados a cabo en marzo y noviembre fue en promedio de -3.3. EIl sector de
Guanica presentd en promedio una disminucion de -2.3, entre los meses de
enero y octubre; Sin embargo, a 1 metro de profundidad en las estaciones 2 y 4
de Guanica se pudo observar una disminucién drastica en la salinidad de 18.2 y

15.7, respectivamente (Figura 12ay b).
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La prueba de ANOVA no detectd diferencias estadisticamente
significativas entre las salinidades promedios a 1 y 5 metros de profundidad

durante el estudio (F=3.36; p>0.05).
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Figura 12. Salinidad, en las estaciones de Guanica (a) y La Parguera (b). Las
salinidades minimas fueron registradas en los meses de octubre y noviembre mientras
que las maximas se registraron durante los muestreos de enero y marzo.
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3.2.4 Turbidez

Los valores de turbidez en la Bahia de Guanica tuvieron un maximo de
3.3 NTU en la estacion 4, a 1 metro de profundidad en el mes de octubre, y un
minimo de 0.1 NTU en la estacion 1, a 5 metros de profundidad en el mes de
enero (Figura 13a). Los valores promedio para las estaciones de Guanica en los

meses de enero y octubre fueron 0.6 y 1.1 NTU, respectivamente (Tabla 4).

La Parguera presenté un maximo de 1.4 NTU en la estacion 5 (Caballo
Blanco) a 1 metro de profundidad en el mes de noviembre, y un minimo de 0.1
NTU en la estacion 1 (Veril) en las 2 profundidades de muestreo (1 y 5 m) en el
mes de enero (Figura 13b). Los valores promedio para todas las estaciones de
La Parguera en los meses de marzo y noviembre fueron 0.3 y 0.6 NTU,

respectivamente (Tabla 4).

Se observo en la mayoria de las estaciones un incremento en la turbidez
en los meses de octubre y noviembre, excepto en la estacion 3 de Guanica a
una profundidad de 5 metros y en las estaciones 1 (Veril) y 6 (Pueblo)

correspondientes al area de La Parguera (Figura 13ay b).

Se presentaron varias correlaciones significativas entre la turbidez y las

demas variables. Sin embargo las correlaciones que siempre se observaron

tanto en las dos épocas de muestreo como en ambas areas de estudio fueron
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con la abundancia bacteriana (r=0.84; Figura 14) y produccién bacteriana

(r=0.82; Figura 15).
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Figura 13. Variacion de la turbidez (NTU) para las estaciones de Guanica (a) y La
Parguera (b). Los valores sefialados representan los valores maximos y minimos en las
dos areas de muestreo.
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Figura 14. Correlacién entre el Log de abundancia bacteriana y el Log de turbidez para

Guanica y La Parguera durante los dos tiempos de muestreo.
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Figura 15. Correlacion entre el Log de produccién bacteriana y el Log de turbidez para

Guanica y La Parguera durante los dos tiempos de muestreo.
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3.2.5 Clorofilaa

La concentracién de Chla durante el estudio en la Bahia de Guanica
presenté un valor minimo de 0.07 ug/l en la estacion 1 a la profundidad de 5
metros en el mes de enero, y un maximo de 8.97 ug/l en la estacién 4 a la
profundidad de 1 metro en el mes de octubre (Figura 16a). Los valores promedio
en la Bahia de Guanica en los meses de enero y octubre fueron 2.15y 5.21 ug/l,

respectivamente (Tabla 4).

La Chla en La Parguera presentd un valor minimo de 0.05 ug/l en la
estacion 1 (Veril) a la profundidad de 5 metros en el mes de marzo, y un maximo
de 2.06 pg/l en la estacion 5 (Caballo Blanco) a la profundidad de 1 metro en el
mes de noviembre (Figura 16b). En La Parguera, los valores promedio de Chla

en los meses de marzo y noviembre fueron de 0.22 y 1.39 ug/l (Tabla 4).

Tanto en Guanica como en La Parguera, se observd un aumento en la
concentracion de Chla durante el tiempo de mayor precipitacion, presentandose
los picos mas altos durante el muestreo en la época de lluvia y los minimos en la
época seca. Ademas se pudo determinar que el area de Guanica fue la que

presento los valores mas altos de Chla en los dos tiempos de muestreo.

Se encontraron correlaciones significativas entre el Log de Chla con el

Log de: abundancia (r=0.86; Figura 17) y produccion (r=0.58; Figura 18) en

ambas areas de estudio durante las dos épocas de muestreo.
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Figura 16. Variaciéon en la concentracion de Chla (ug/l) para las estaciones de Guanica
(@) y la Parguera (b) durante el estudio. Los valores sefalados representan las
concentraciones maximas y minimas de Chla en las dos areas de muestreo.
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Figura 18. Correlacion entre el Log de produccion bacteriana y el Log de Chla para
Guanica y La Parguera durante los dos tiempos de muestreo.
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3.2.6 Materia organica disuelta fluorescente

En el sector de Guanica, la concentracion de materia organica disuelta
fluorescente (MODFI) presentd un valor minimo de 4.5 ng SQ/ml en la estacion 1
a la profundidad de 1 metro en el mes de enero, y un maximo de 78.3 ng SQ/ml
en la estacién 4 a la profundidad de 1 metro en el mes de octubre (Figura 19a).
Los valores promedio en la Bahia de Guanica en los meses de enero y octubre

fueron 6.5 y 21.8 ng SQ/ml, respectivamente (Tabla 4).

La concentracion de MODFI en La Parguera present6 un valor minimo de
3.3 ng SQ/ml en la estaciéon 1 (Veril) a 5 metros de profundidad en el mes de
noviembre, y un maximo de 6.7 ng SQ/ml en la estacién 6 (Pueblo) a la
profundidad de 1 metro en el mes de marzo (Figura 19b). En los meses de
marzo y noviembre los promedios de MODFI fueron de 5.0 y 4.5 ng SQ/ml

(Tabla 4).

La Bahia de Guanica mostré un incremento en la concentracién de
MODFI durante los muestreos asociados a mayor pluviosidad. Caso contrario se
presenté en la Parguera donde la MODFI disminuyé en la época de
precipitacion. Al comparar las dos areas de estudio, se pudo determinar que el

area de Guanica presento los valores mas altos de MODFI.
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Se pudo establecer que las profundidades estudiadas (1 y 5 metros), no
son un factor determinante en la distribucién del material organico disuelto

fluorescente, ya que no se observaron diferencias significativas (p=0.1012).

Se encontré una correlacion significativa entre el Log de produccion
bacteriana y el Log de MODFI pero unicamente en el area de la Parguera

durante el muestreo de noviembre (r=0.75; Figura 20).
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Figura 19. Variacion en la concentracién de MODFI (ng SQ/ml) para las estaciones de
Guanica (a) y la Parguera (b) durante el estudio. Los valores sefialados representan las
concentraciones maximas y minimas de MODFI en las dos areas de muestreo.
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Figura 20. Correlacion entre el Log de produccién bacteriana y el Log de MODFI para
La Parguera durante el muestreo de noviembre.

Tabla 4. Promedios y desviacion estandar de las variables fisicas, quimicas y bioldgicas
de la Bahia de Guanica y La Parguera para los dos tiempos de muestreo.

Guanica Parguera
Enero Octubre Marzo Noviembre

Variable Unidades Promedio + D.E Promedio + D.E

Temperatura 26.0+04 26.6 £0.6 26.1+£0.2 26.7+£0.3
Salinidad 34609 28.2+74 34.7+0.2 31.4+0.3
Turbidez 06+0.04 1.1+0.08 0.3+0.003 0.6 £0.04
Clorofila a 215+0.35 5.21+0.33 0.22 £ 0.003 1.39 £ 0.06
MODFI ng SQ/ml 6.5+03 21.8+01 50+0.2 45+0.1
Abundancia  10°Cel/ml 0.75+0.04 2.69+0.23 0.45+0.03 0.94 £0.08
Produccion ug C/id 149+13 14.8+0.7 6.2+0.5 3.6+0.5
Respiracion  ug Oy/l/id 567 + 19 644 + 41 596 + 65 644 + 58
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3.3 Variables Microbianas

3.3.1 Abundancia Bacteriana

El promedio de bacterias para el area de Guanica en el muestreo de
enero fue 0.75 x 10° Cel/ml, en octubre la densidad promedio de bacterias fue
de 2.69 x 10° Cel/ml (Tabla 4). El valor minimo de abundancia bacteriana fue
0.27 x 10° Cel/ml en la estacion 1 a 5 metros de profundidad en el mes de enero.
El maximo se registré en la estacion 4 durante octubre y fue de 7.82 x 10° Cel/ml

(Figura 21a).

Para el area de la Parguera, la abundancia bacteriana promedio en marzo
fue de 0.45 x 10° Cel/ml, durante el muestreo de noviembre la densidad
promedio fue de 0.94 x 10° Cel/ml (Tabla 4). EI valor minimo de abundancia
bacteriana (0.16 x 10° Cel/ml) se encontrd en la estacién 1 (Veril) durante marzo
a 5 metros de profundidad (Figura 21b). EI maximo de abundancia bacteriana
para la Parguera (1.24 x 10° Cel/ml) se registré en la estacion 6 (Pueblo) (Figura

21b).

Se observd un incremento en la densidad bacteriana entre la época seca
y la época de lluvias en las dos areas de muestreo, registrandose los valores
mas altos en el sector de Guanica. Se obtuvo correlaciones entre el Log de
abundancia bacteriana con el Log de: turbidez (r=0.84; Figura 14), Chla (r=0.86;
Figura 17), y produccion bacteriana (r=0.67; Figura 22) incluyendo ambas areas

y tiempos de muestreo.
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Figura 21. Variacién de la abundancia bacteriana (10°Cel/ml) para las estaciones de
Guanica (a) y la Parguera (b) durante el estudio. Los valores sefialados representan las
densidades maximas y minimas de células en las dos areas de muestreo.
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Figura 22. Correlacion entre el Log de abundancia bacteriana y el Log de produccion
bacteriana para Guanica y La Parguera durante los dos tiempos de muestreo.

3.3.2 Respiracion

La respiracion en la Bahia de Guanica report6 un valor minimo
equivalente a 160 ug O,/l/d en la estacién 1 a la profundidad de 5 metros en el
mes de enero, y un maximo de 2,264 ug O,/l/d en la estaciéon 4 en el mes de
enero (Figura 23a). Los valores promedio en la Bahia de Guanica en los meses

de enero y octubre fueron 567 y 644 ug O/I/d respectivamente (Tabla 4).

La respiracién en La Parguera presentd un valor minimo de 292 ug O./I/d
en las estaciones 2 (Media Luna) y 3 (Romero) a 1 metro de profundidad en el
mes de noviembre, y un maximo de 1,945 ug O./I/d en la estacion 6 (Pueblo) en
el mes de noviembre (Figura 23b). En los meses de marzo y noviembre los

valores promedio de respiracion fueron de 596 y 644 ug O,/l/d (Tabla 4).
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En la Bahia de Guanica se observd un aumento en la respiracion durante
el tiempo de mayor precipitacién excepto en la estacidén 4, en donde se reportd
un valor menor para el mes de octubre. En La Parguera también se observé un
aumento en la respiracion en el mes de noviembre, excepto en las estaciones 1

(Veril) y 3 (Romero) donde la respiracion fue menor.
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Figura 23. Variacion de la respiracion bacteriana (ug O./l/d) para las estaciones de
Guanica (a) y la Parguera (b) durante el estudio. Los valores sefialados representan las
respiraciones maximas y minimas en las dos areas de muestreo.
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3.3.3 Produccioén Bacteriana

En la Bahia de Guanica, la produccion bacteriana presentd un valor
minimo de 1.0 yg C/I/d en la estacién 1 a la profundidad de 5 metros en el mes
de enero, y un maximo de 39.6 ug C/I/d en la estacién 4 durante el mismo mes
(Figura 24a). En los meses de enero y octubre los valores promedio fueron 14.9

g C/lid y 14.8 (Tabla 4).

El minimo y maximo de produccion bacteriana en el area de La Parguera
fueron encontrados en marzo, cuando se estim6 0.3y 33.2 ug C/l/d a5 men la
estacion 1 (Veril) y en la estacion 6 (Pueblo), respectivamente (Figura 24b). En
los meses de marzo y noviembre los valores promedio fueron de 6.2 y 3.6 ug

C/l/d (Tabla 4).

En la Bahia de Guanica y La Parguera, al observar los valores de
produccion entre los dos tiempos de muestreo, no se aprecié claramente una
tendencia de aumento o disminucion de los valores. Guanica en general fue el
area con valores mas altos de produccion durante el estudio. En La Parguera
por su parte se observo una produccion mas baja, excepto durante marzo en la

estacion 6 (Pueblo).
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Figura 24. Variacion de la produccion bacteriana (ug C/l/d) para las estaciones de
Guanica (a) y la Parguera (b) durante el estudio. Los valores indicados representan las
densidades maximas y minimas de células en las dos areas de muestreo.
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3.3.4 Eficiencia de Crecimiento Bacteriano

La eficiencia de crecimiento bacteriano (ECB) para el area de Guanica en
el mes de enero presentd un porcentaje promedio de 8%, mientras en octubre el
porcentaje fue de 6%. La estacion que presentd la ECB minimo fue la estacion 1
a 1y 5 metros de profundidad con un valor de 1% durante el muestreo de
octubre. El maximo se registré en la estacién 4 durante octubre y fue de 14%

(Figura 25a)

Para el area de la Parguera, el porcentaje promedio de crecimiento
bacteriano en marzo fue de 2% mientras que en noviembre fue de 1%. En la
estacion 1 (Veril) se estimd el valor minimo de ECB en marzo a 1 metro de
profundidad con un valor de 0.2%. El maximo de % de crecimiento se observé
en la estaciones 4 (Bahia), 5 (C. Blanco) a 5 metros de profundidad y 6 (Pueblo)

en marzo con un porcentaje de 5% (Figura 25b).

Se observd una disminucion en el porcentaje de crecimiento bacteriano
entre la época seca y la época de lluvias en el area de Guanica, excepto en la
estacion 4 donde se registr6 un aumento significativo. En la Parguera, el
comportamiento no es muy claro, ya que las estaciones que estan cercanas a la
costa (4, 5 y 6) (Bahia, C. Blanco y Pueblo, respectivamente) presentaron una
disminucién, mientras en las otras estaciones (1, 2 y 3) (Veril, M. Luna y
Romero, respectivamente) se observdé un incremento en el porcentaje de

crecimiento. Los valores mas altos se observaron en las estaciones de Guanica.
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Se obtuvo una correlaciéon significativa entre la eficiencia de crecimiento

bacteriano con produccién bacteriana (r=0.90; Figura 26).
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Figura 25. Variacion de la eficiencia de crecimiento bacteriano (%) para las estaciones
de Guanica (a) y la Parguera (b) durante el estudio. Los valores indicados representan
los porcentajes maximos y minimos en las dos areas de muestreo.
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Figura 26. Correlacién entre el Log de produccion bacteriana y el Log de eficiencia de
crecimiento bacteriano para Guanica y La Parguera durante los dos tiempos de
muestreo.

3.4 Analisis de varianza ANOVA

De acuerdo a los resultados obtenidos del ANOVA (Apéndices A1-A7), las
épocas (seca Y lluvia) presentaron un efecto significativo sobre la turbidez, Chla
y abundancia bacteriana en las area de estudio. Adicionalmente las dos zonas
de estudio (Guanica y Parguera) mostraron un efecto significativo sobre la Chla,
MODFI y eficiencia de crecimiento bacteriano. Una porcion significativa de la
varianza fue aportada por las diferencias entre las estaciones. Dichas diferencias
se observaron para la turbidez, Chla, abundancia, produccién y eficiencia de

crecimiento bacteriano.
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Los resultados mostraron que existe una interaccién entre las épocas de
muestreo y las zonas de estudio para la MODFI. Las demas variables no
reflejaron interaccion entre estos dos factores (época y zona). No obstante, se
observo que la interaccion entre las épocas y las estaciones es significativa para

todas las variables, excepto para la produccion bacteriana.

El analisis de datos de respiracion indic6 que no se presentaron
diferencias significativas con respecto a las zonas, épocas o estaciones de
muestreo. Solamente se observd una interaccion entre la época y las estaciones

estudiadas.

3.5 Clasificacion de las estaciones

Con el fin de estudiar la relaciéon entre las estaciones con respecto a las
variables analizadas, y teniendo en cuenta que los resultados de las variables en
la mayoria de las estaciones cambio de forma significativa entre los dos tiempos
de muestreo, se decidio llevar a cabo analisis individuales para cada época de
muestreo. Inicialmente se realizé el agrupamiento de las estaciones de Guanica
y La Parguera correspondientes a los muestreos de enero y marzo, en un
dendrograma formado a partir del indice de similaridad de Bray-Curtis, el cual
describio la formacion de tres grupos a un nivel de semejanza de 0.60 (linea

discontinua roja) (Figura 27).
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El indice de Bray-Curtis mostré en el dendrograma que los tres grupos
formados, se asocian de acuerdo a las areas de estudio y a la distancia de la
costa, observandose claramente un gradiente costa-océano y diferencias entre

las estaciones de la Bahia de Guanica y La Parguera (Figura 27).

Se observo que la MODFI y la respiracion bacteriana a lo largo de todas
las estaciones presentaron patrones de dispersion similares, reportando los
valores mas altos en la estacion 4 de Guanica. Por el contrario la Chla y la
turbidez tuvieron las mayores diferencias en los patrones de dispersion en
relacion con las demas variables, registrando los valores mas altos en las

estaciones 3 y 4 de Guanica respectivamente.
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Figura 27. Dendrograma de las asociaciones entre las estaciones de Guanica y La
Parguera durante los muestreos de enero y marzo. La intensidad de los cuadros indica
los valores relativos de las variables en cada una de las estaciones, siendo los mas
oscuros los valores mas altos y disminuyendo de acuerdo al grado de intensidad del
color.
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La clasificaciéon de las estaciones para los muestreos de octubre y
noviembre a un nivel de semejanza de 0.60 (linea discontinua roja) (Figura 28)
describe la formacién de dos grupos, el primero esta compuesto por todas las
estaciones de La Parguera y la estacion 1 de Guanica, el segundo esta
conformado por las estaciones 2 y 3 de Guanica. La estacién 4 de Guanica no
se encuentra asociada con los dos grupos formados y presenta mayormente los
valores mas altos de las variables estudiadas. Los dos grupos mostraron un

patron consistente respecto a las dos areas de estudio.

Se observo que la produccion y la eficiencia de crecimiento bacteriano
presentaron patrones de dispersibn muy similares a lo largo de todas las
estaciones, reportando los valores mas altos en la estacidon 4 de Guanica. En
contraste, la respiracion bacteriana present6 grandes diferencias en los patrones
de dispersion en relacion con las demas variables, registrandose el valor mas

alto en la estacion 6 (Pueblo) de La Parguera.
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Figura 28. Dendrograma de las asociaciones entre las estaciones de Guanica y La
Parguera durante los muestreos de octubre y noviembre. La intensidad de los cuadros
indica los valores relativos de las variables en cada una de las estaciones, siendo los
mas oscuros los valores mas altos y disminuyendo de acuerdo al grado de intensidad
del color.
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4. DISCUSION

4.1 Medidas de Oxigeno usando el FOXY

Durante las pruebas para la medicién de oxigeno se establecio que para
obtener una mayor exactitud se requiere el uso de una Correlaciéon polinomial,
que utiliza tres estandares de O, La precisiéon del FOXY fue de + 0.058 ppm
permitiendo establecer las calibraciones del instrumento en intervalos de cada 5
muestras analizadas. La exactitud del instrumento se obtuvo mediante
comparaciones de muestras con el método de Winkler estableciéndose una
desviacion en relacién con Winkler < 1%, lo que garantiza un alto porcentaje de

confiabilidad de los resultados obtenidos.

Durante las pruebas de respiracion se establecié que la concentracion de
formalina adecuada para la fijacién de las muestras es de 2% de concentracion
final (Figura 7). Las pruebas preliminares demostraron un decaimiento de la
respiracion en aproximadamente 3 horas (Figura 8) por lo que se decidié basar
los estimados de respiracion en medidas de dicho largo de tiempo. Solamente
en pruebas utilizando un medio enriquecido con TSB (Trypticase Soy Broth), se

observé un nivel de respiracion alto por hasta 6 horas del inicio de la incubacion.

El método utilizado en este estudio para la determinacion de oxigeno fue

de gran utilidad ya que permiti6 analizar muestras en un menor tiempo con

respecto a otros métodos facilitando la medicion de mayor numero de réplicas e
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incrementando de esta forma la precision y exactitud del instrumento en
comparacion con otras técnicas utilizadas en la determinacion de oxigeno. El
limite de deteccion del instrumento se determindé a partir de la siguiente
ecuacion: X —XB = 3DS.
Donde X = valor de las réplicas

XB = Valor del blanco (0.00 ppm)

DS = Desviacion estandar de las lecturas del blanco.

Se utilizaron réplicas de lecturas realizadas a una concentracion de 0.00
ppm de O utilizando para este propédsito nitrogeno gaseoso. El limite de
deteccién obtenido fue de 0.12 ppm, lo cual permite su utilizacion en gran
diversidad de ambientes incluyendo entre ellos aquellos que presentan niveles

bajos de oxigeno.

Esta técnica resultd ventajosa, ya que al contrario de otras no consume
oxigeno, es inmune a compuestos quimicos y cambios ambientales, salinidad,
turbidez, humedad y no utiliza reactivos potencialmente peligrosos (Wang et al.
1999). Las caracteristicas del sensor permiten su calibracion y utilizacion tanto
en medios liquidos como gaseosos en un rango amplio de temperatura (-60 °C a
+120°C) presentando en los dos medios un rapido tiempo de respuesta. Una
desventaja del instrumento es que para lograr una mayor exactitud es necesario
realizar calibraciones periédicamente, lo cual interrumpe la continuidad en el

analisis de las muestras. Otra desventaja es la alta sensibilidad del sensor a la
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luz ambiental por lo que hay que insertar la punta del sensor dentro de una
estructura cerrada que lo mantenga bajo condiciones de completa oscuridad con

el fin de evitar alteraciones en los resultados obtenidos.

4.2 Parametros ambientales

4.2.1 Temperaturay Salinidad

Las aguas superficiales del Mar Caribe se caracterizan por presentar una
temperatura relativamente alta durante todo el afo. El intervalo normal de
temperaturas superficiales fluctia entre 25 y 29°C (Corredor, 1984). En el
periodo comprendido entre junio de 2002 y diciembre de 2003 en el area de La
Parguera la temperatura varioé entre 26 y 30°C de acuerdo a lo reportado por
Garcia (2004). En general durante este estudio la temperatura presenté los
valores minimos durante los muestreos en la época seca, especialmente en
aquellas estaciones que se encontraban alejadas de la zona costera. Para la
época de lluvia la temperatura del agua aument6 observandose en la estacion 4
del area de Guanica un comportamiento contrario al de las demas estaciones,
con una disminucion de la temperatura para la época lluvia, esto pudiera
deberse a la entrada de agua de menor temperatura proveniente del rio Loco,
que para este periodo presenta un mayor cauce y aporte de aguas a la Bahia de

Guanica.

Los cambios en temperatura son causados por diferentes factores dentro

de los cuales encontramos la cantidad de radiacion solar absorbida y reflejada,
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por conduccion, evaporacion y por variaciones diurnas que dependen de las
condiciones meteorolégicas locales siendo mayores cuando el dia presenta un
cielo despejado y sin vientos, disminuyendo cuando éste sopla y existe

nubosidad (ILCE, 2008; UCAR, 2001).

En promedio, la salinidad en las aguas superficiales del Caribe es de 35 a
36 SP (Wikipedia, 2008). Corredor y Morell (2001) en un estudio realizado en el
periodo comprendido entre junio de 1994 y diciembre de 1999 en las aguas
superficiales de la estacién CaTS al sur de la isla de Puerto Rico, determinaron
que la salinidad oscilé entre 33.7 y 36.4 SP, presentando el valor minimo en
octubre de 1996 durante la época lluviosa y el maximo en marzo de 1998
durante la época seca. Para el presente estudio la salinidad también registré los
valores mas altos en la época seca y disminuyo para la época de lluvia. Entre las
estaciones y las areas de estudio no se observaron diferencias significativas en
los valores de salinidad. Sin embargo se pudieron determinar diferencias
notables entre las épocas de muestreo y también en la interaccion de la época
con las estaciones estableciendo la presencia de efectos significativos en
algunas estaciones dentro del patron mas amplio de las épocas. Estos efectos
fueron el resultado de la precipitacién durante la época de lluvia que resulta en
una mayor entrada de agua proveniente del deslave insular y de la
desembocadura de rios. Este cambio se observd con mayor significancia en la

estacion 4 dada su proximidad con la desembocadura del rio Loco.
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4.2.2 Turbidez

Las épocas de muestreo y la ubicacion de las estaciones dentro de cada
area de este estudio tuvieron un efecto significativo en los valores de turbidez.
Los valores mas altos fueron en las estaciones cercanas a la costa, siendo
Guanica la zona de mayor turbidez, especialmente durante la época de lluvias
(Figura 13a). Los factores determinantes en el incremento de los valores de
turbidez fueron la precipitacion pluvial, la cual presentd su valor mayor a finales
de octubre (3.83 cm) (Figura 2), dias antes a la toma de las muestras en la
época lluviosa, el material terrestre proveniente de deslave de rios y la

proximidad de las estaciones a la zona costera.

4.2.3 Clorofila a

La concentracion de Chla en la Bahia de Mayaguez fluctua de 0.05 a 2.3
Mg/l de acuerdo a Gilbes et al. (1996), y de 0.56 a 2.56 ug/l segun Otero (2001).
En la Parguera el rango de Chla ha sido reportado entre 0.5 y 3.12 ug/l (Otero,
2001), entre 0.17 y 1.12 (Otero y Carbery, 2005) y entre 0.13 y 1.34 (Garcia,
2004). En el presente estudio los valores de Chla para La Parguera (Figura 16a)
se encontraron dentro de los rangos citados anteriormente. En la Bahia de
Guanica los valores de Chla (Figura 16b) fueron semejantes a los reportados por

Kirchman (2000) para aguas estuarinas, alrededor de 10 pg/l.

Se observaron diferencias significativas temporales y espaciales en la

concentracion de Chla encontrandose que las estaciones costeras tuvieron los
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valores mas altos de Chla y en la época de lluvia se registraron las mayores
concentraciones de Chla durante este estudio (Figura 16). El incremento de la
concentracion de Chla para La Bahia de Guanica fue de 116% mientras que en
La Parguera el aumento fue 7 veces en comparacion con la época seca. En
Guanica se observo un gradiente de concentraciones mayores en direccion al
Rio Loco, indicando que la entrada de nutrientes provenientes del rio,
principalmente durante la época de lluvia, estimuld la produccién fitoplanctonica
e incrementd la concentracion de Chla de acuerdo a lo concluido por Gilbes et
al. 1996 en Mayaguez. En La Parguera el gradiente tierra — océano solo se
presentd durante la época seca, en la época de lluvia la distribucion de Chla fue
casi homogénea entre las estaciones, lo que sugiere que el fitoplancton en esta
region durante la época de lluvia obtuvo los nutrientes de fuentes locales vy
aloctonas de origen terrestre, proveniente posiblemente de la Bahia de Guanica

y transportada a la Parguera por vientos del este (Otero, 2001).

La maxima concentracion de Chla se presentd en la estaciéon 4 de
Guanica y coincidié con el valor maximo de MODFI en la misma estacion, los
valores minimos de Chla también coincidieron con los valores minimos de
MODFI. La rapida dilucién de aguas cercanas a la costa con aguas de otras
fuentes explica esta observacion. Aun cuando el fitoplancton es potencialmente
la mayor fuente de MOD (Lee y Bong, 2008) en algunas regiones, su
fluorescencia no necesariamente es un aporte significativo al subcomponente de

la MODFI. Finalmente los datos del presente estudio no permiten calcular los
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patrones de dilucién debido al numero limitado de medidas de salinidad llevadas

a cabo.

4.2.4 Materia organica disuelta fluorescente

La concentracion de MODFI de acuerdo a lo reportado por Otero (2001)
para la Bahia de Mayaguez fluctua entre 0.35 y 3.5 ng SQ/ml y entre 0.32 y 13.0
ng SQ/ml para La Parguera. Boehme et al. (2004) realizaron un estudio a lo
largo del Golfo de México, encontrando cerca de la desembocadura del rio
Mississippi valores entre 0.5 y 13 ng SQ/ml, al sur del Golfo valores entre 0.5 y
16 ng SQ/ml, y en la costa este de Florida entre 0.3 y 3.5 ng SQ/ml. Al este del
océano Atlantico, a lo largo de la costa oeste de Africa y la peninsula Ibérica la
MODFI fluctua entre 2.8 y 28 ng SQ/ml (Determann et al. 1996). Durante el
presente estudio los valores de MODFI para La Parguera fueron mas bajos que
los reportados por Otero (2001), mostrando una mayor homogeneidad en los

datos (Figura 16a).

Durante la época seca las concentraciones fueron similares en las dos
areas de muestreo (Figura 16), lo que indica que la entrada de MODFI durante
este periodo de tiempo fue minima vy la fluctuacion entre los valores fue menor.
La presencia de manglares en las areas de estudio sugiere que algunos
compuestos de MODFI derivados del manglar fueron transportados por las
mareas desde la costa. Moran et al. (1991) han reportado tal transporte hasta 1

Km mar adentro en ecosistemas de manglar de la isla Berry en Bahamas.
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En la época de lluvia la Bahia de Guanica reporté un aumento del 232%
en la concentracién de MODFI (Figura 19a) y la dilucion fuera de la Bahia fue
alta, representado en los valores bajos registrados en la estacion 1. Esto sugiere
que una fuente principal de MODFI para el area de Guanica en esta época fue el
rio Loco, ya que los valores mas altos se reportaron en la estacion 4 (ubicada en
cercanias a la desembocadura del rio). La distribucion de este material mar
adentro se caracteriza por una disminucién drastica desde la estacion interior
hasta las demas estaciones. Este cambio subito probablemente se deba a la
combinacion de un transporte lento del MODFI y a la poca profundidad
encontrada en la ensenada cercana a la desembocadura (aproximadamente
1m). En contraste con Guanica, la MODFI en La Parguera no revelé cambios
amplios y se observd principalmente una disminucion moderada del 10%
principalmente mar adentro. Se conocen varias fuentes de MODFI. Entre ellas se
encuentran los suelos, rios, manglares y también la escorrentia como una fuente
significativa de MODFI. La disminucién en la cantidad de MODFI| puede ser
producto de la fotodegradacion y la degradacion bacteriana (Rochelle-Newall y

Fisher, 2002).

4.3 Variables Microbianas

La abundancia bacteriana en La Parguera fluctué entre 0.4 y 1.2 x 10°
Cel/ml y en La Bahia de Mayagiiez entre 0.4 y 1.2 x 10° Cel/ml de acuerdo a lo
reportado por Otero (2001). En el Golfo de México durante el invierno en

cercanias a la desembocadura del rio Mississippi fluctué entre 0.2 y 3.34 x 10°
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Cel/ml (Chin-Leo y Benner, 1992) y durante todo el afio el rango fue de 0.6 a 2.5
x 10° Cel/ml (Biddanda et al. 1994). En aguas costeras y estuarinas al suroeste
de la costa de la India, Pradeep et al. (2003) reportaron valores entre 0.4 y 4.8 x
10° Cel/ml. Kirchman (2000) recopila varios estudios realizados en diferentes
ambientes de aguas tropicales y reporta que en general las abundancias
promedio son: mar adentro de 0.5 x 10° Cel/ml, en areas costeras de 1 x 10°
Cellml, y en estuarios de 5 x 10° Cel/ml. En este estudio, la abundancia
bacteriana en La Bahia de Guanica (Figura 16a) se encontré dentro de los
rangos reportados para aguas estuarinas. Los valores de La Parguera fueron
similares a los valores reportados para aguas costeras. Se encontré una
variacion espacial y temporal significativa para esta variable (Apéndice A4), lo
que indica que tanto la época de muestreo como la posicion de las estaciones
fueron factores que incidieron significativamente en los valores de abundancia

bacteriana.

Se presento un incremento de la AB en la época de lluvia 3.6 veces en La
Bahia de Guanica y 2.1 veces en La Parguera en comparacion con la época
seca observandose un gradiente general de disminucidn hacia las estaciones
mas alejadas de la costa. Este comportamiento fue similar a los obtenidos por
Otero (2001) en el area de La Parguera, Lee y Bong (2008) en la peninsula de
Malasia, y Smith (1998) en la Bahia de Chesapeake. Este gradiente es de
esperarse debido a que la AB esta influenciada directamente por el acceso a

fuentes de nutrientes de los cuales MODFI y el fitoplancton (representado por la
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concentracion de Chla) son indicadores. Aparentemente en una porcidn
significativa del area de estudio el aporte de MODFI no es representativa (Figura
19) y la fuente principal de sustrato seria la proveniente del fitoplancton. Lee y
Bong (2008) sugieren que aunque el fitoplancton es potencialmente la mayor
fuente de MOD en algunas regiones, su fluorescencia no necesariamente es un
aporte significativo al subcomponente de la MODFI. Esto se pudo observar
especialmente en La Parguera durante la época seca donde la concentracion de

Chla aumento pero la MODFI disminuyo.

Los valores maximos de abundancia se encontraron en La Bahia de
Guanica (Figura 16b), lo cual sugiere que el aumento de la abundancia esta
posiblemente relacionado con el aumento y disponibilidad de MOD como
consecuencia de las descargas del rio Loco durante la época de lluvias, la planta
de tratamiento y aguas negras provenientes del pueblo de Guanica. De igual
manera, la abundancia bacteriana aumenté durante la época de lluvia en el area
de La Parguera. Dicho aumento sugiere la presencia de un mayor acceso a
nutrientes aloctonos provenientes de manglares y el deslave insular. Existen
factores que determinan los cambios en la abundancia bacteriana, entre estos
se encuentran la mezcla de aguas de diferentes lugares y las diluciones de esta
agua, una mayor dilucion implica una mayor dispersion de las bacterias lo cual
se veria reflejado en una disminucién de la AB. Debe haber un balance entre el
crecimiento y los mecanismos de disminucion de células (dilucion, depredacion,

mortalidad), este balance define la AB en los diferentes ambientes.
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Se observé una covariacion entre la AB y la Chla (Figura 17). El
fitoplancton (representado por la concentracion de Chla) es una fuente de
nutrientes para las bacterias y, al igual que la AB, los valores mas altos se
hallaron cerca de la costa (mencionado anteriormente), lo que sugiere que se
presenté una mayor actividad biolégica en lugares donde el acceso a nutrientes
es mayor. Esta misma relacion fue encontrada por Biddanda et al. (1994) en el
Golfo de México, Bird y Kalff (1984) en ambientes costeros estuarinos, Kriztberg
et al. (2005) en el lago Wisconsin, y Casotti et al. (2000) en aguas costeras del
mar mediterraneo en el Golfo de Napoles, Italia. Lee y Bong (2008) observaron
que la disminucién en la relacion entre la AB y la Chla podria ocurrir cuando las
bacterias utilizan otras fuentes de materia organica como la aloctona proveniente
de entrada de rios. Otros factores que alteran esta relacién es la presencia de
bacteriéfagos en el medio (Muller, 2003), la mortalidad, y la diluciéon y mezcla de

aguas (mencionados anteriormente).

Se pudo observar un incremento en la abundancia y la produccion
bacteriana en aquellas estaciones con valores maximos de turbidez,
presentandose una relacion directa entre estos factores (Figuras 14 y 15). Estas
covariaciones pueden ser el resultado del aumento y composicion del material
organico suspendido que favorecen la actividad bacteriana. Estas asociaciones
coinciden con las observadas por Crump y Baross (1996) en un estudio
realizado en aguas estuarinas en donde evaluaron la actividad microbiana en

relacién con la turbidez, determinando que existen al menos dos factores que
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controlan la produccién bacteriana. El primero es la asociacion entre las
bacterias y la produccion bacteriana con la distribucion espacial de particulas
>20um, probablemente debido a la variabilidad en el contenido organico y
composicién de las particulas. El otro factor esta relacionado con el ciclo de
mareas donde el cambio en la velocidad del agua sobre los sedimentos aumenta

la variabilidad en el tamafio y cantidad de particulas resuspendidas en el agua.

La produccién bacteriana en La Parguera fluctué entre 0.3 y 99 ug C/l/d y
en La Bahia de Mayaguez entre 0.06 y 39 ug C/I/d de acuerdo a lo reportado por
Otero (2001). Al norte del Golfo de México fluctué entre 2.4 y 74.4 ug C/l/d
(Biddanda et al. 1994). En la pluma del rio Rhéne, Francia, Kirchman et al.
(1989) reportaron valores entre 0.24 y 72 ug C/I/d. Durante el presente estudio la
produccion bacteriana en la Bahia de Guanica y La Parguera (Figura 24) se
encontré por debajo de los rangos reportados anteriormente. Se observo un
efecto significativo de las estaciones en los valores de PB (Apéndice A5)
indicando que la ubicacién de las estaciones con respecto a la proximidad a la

costa fue un factor determinante en la variabilidad de la PB.

Aunque se presentaron disminuciones de la produccion bacteriana
durante la época de lluvia en las areas de estudio, éstas fueron mayormente
moderadas e inclusive se registraron algunos aumentos. En la Bahia de Guanica
la disminucién fue del 1% y en La Parguera fue del 43%. Otero (2001) encontré

disminuciones marcadas en la Bahia de Mayaguez mientras en el area de La
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Parguera la época lluviosa no evidenciéo aumento. La disminucion en la PB pudo
ser el resultado de varios factores entre los cuales se encuentran la disminucién
en la calidad del sustrato, el volumen de entrada de agua y la dilucién producto
de la precipitacion. De acuerdo a Artigas et al. (2008), la mayor produccién
bacteriana durante la época seca podria estar relacionada a la disponibilidad de

nutrientes de mayor calidad en comparacion con la época de lluvia.

Los valores maximos de produccion bacteriana se registraron en la Bahia
de Guanica, lo cual sugiere que las diferencias son el resultado de la entrada y
utilizacién de material de origen terrestre a las areas costeras provenientes,
principalmente del rio Loco. En La Parguera el principal aporte de material
proviene del manglar, que proporciona mayor energia para la produccion
bacteriana. Otras fuentes de sustrato son las provenientes de los arrecifes de

coral, el deslave terrestre y de origen antropogénico (Bano et al. 1997).

Se presentaron covariaciones de la PB con la AB, Chla y MODFI. La AB y
la PB presentaron una relacién logaritmico lineal, siendo esta mas estrecha
durante la época de lluvia al igual que un incremento mayor en la tasa de PB
(Figura 22). Esta relacion fue reportada también por Otero (2001) en el sector de
La Parguera durante los periodos seco y lluvioso. Los cambios en la relacion
entre la AB y la PB pueden estar relacionados con la presencia de bacteriofagos
en el medio (Muller, 2003). La covariacion entre la PB y la Chla revel6 que las

fluctuaciones en la PB dependen en parte de la concentracion de Chla, que es
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un indicador de biomasa fitoplancténica, ya que esta biomasa es una fuente
importante de sustrato para las bacterias. Chin-Leo y Benner (1992) en el Golfo
de México determinaron que el incremento en la tasa de PB fue el resultado de
la utilizaciéon de la materia organica producida por el fitoplancton in situ,
encontrando que el crecimiento fitoplanctdnico contribuye significativamente en
la PB. Se observd una covariacion entre la MODFI y la produccion bacteriana
para el area de La Parguera durante el muestreo realizado en la época de lluvia
(noviembre). Esto sugiere que la variacion de la MODFI puede usarse como un
marcador de nutrientes y sustratos que fomentan aumentos en la produccién
bacteriana. Aunque la MODFI| pudiera ser producto de la degradacion
fitoplanctonica, sea esta por via microbiana, zooplancténica o Vviral,
investigaciones previas indican un componente mayormente terrestre a su
origen y al potencial efecto nutricional. Esta variacion fue similar a la encontrada
por Nelson et al. (1998). En una ciénaga de la Isla Berry, en Las Bahamas,
Moran et al. (1991) determinaron que alguna fraccién de la MODFI derivada del
manglar es aprovechada por las bacterias favoreciendo su produccion. Benner
et al. (1988), en un estuario tropical en Bahamas, establecié que el manglar es
una fuente importante de materia organica en ambientes costeros marinos y que
existe una transferencia rapida de carbono y nutrientes proveniente del manglar

a las poblaciones microbianas, lo cual incrementa la produccién bacteriana.

La respiracion bacteriana en el Golfo de México fluctué entre 23 y 1075

Mg O2/l/d de acuerdo a lo reportado por Pomeroy et al. (1995), y entre 104 y 932
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Mg O2/l/d segun Biddanda et al. (1994). En aguas estuarinas de la Bahia de
Chesapeake fluctudé entre 230 y 1,660 ug O,/l/d (Smith y Kemp, 2003). El lago
Lawrence, al suroeste de Michigan, registré valores entre 167 y 468 ug Oy/l/d
(Coveney y Wetzel, 1995). En el presente estudio la RB en La Bahia de Guanica
y La Parguera (Figura 23) fue similar a lo reportado para el Golfo de México,
excepto la estacion 4 en Guanica y la estacién 6 (Pueblo) en la Parguera que
mostraron valores mas altos. Esto estd posiblemente determinado por la
concentracion de nutrientes, cantidad y composicion del sustrato disponible para

el desarrollo bacteriano.

La Bahia de Guanica durante la época seca mostré una respiracion
similar en las distintas estaciones excepto en la estacion 4, donde fue mayor
(Figura 23a) debido posiblemente a que la entrada de nutrientes durante esta
época provenientes del rio Loco es menor y restringida a las cercanias de dicha
estacidon y a que durante momentos de menores entradas de nutrientes las
poblaciones bacterianas aumentan su respiracidon mientras mantienen una tasa
de PB similar a la encontrada en la época de lluvia (Figura 24a). También se
encontré6 homogeneidad a lo largo de las estaciones de La Parguera en la
época seca a excepcion de la estacion 6 (Pueblo), donde se observé una mayor
RB vy una alta tasa de PB. Carlson y Ducklow (1996) determinaron que el
aumento de la respiracidn en algunos casos se debe a la composicion de la
materia organica: las bacterias aumentan su respiracién para poder adquirir la

cantidad adecuada de N y P de los compuestos respirados.
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En la época lluviosa, la Bahia de Guanica mostré un incremento en la RB,
excepto en la estacion 4 donde se observo que, aunque la RB disminuyo, la tasa
de PB se mantuvo alta indicando que durante la época de lluvia el aporte de
sustrato proveniente del rio Loco introdujo mayores niveles de nutrientes los
cuales permitieron que las bacterias aumentaran su producciéon manteniendo un
nivel de respiracion. En La Parguera la RB aumenté pero la PB decrecid
principalmente en las estaciones costeras. Esto sugiere que la fuente principal
de nutrientes que favorece la PB en esta area es la proveniente del manglar y
que el material producto de la precipitacién y terrestre no estimulé el desarrollo
bacteriano. De acuerdo a lo reportado por Otero (2001), la entrada de material
terrestre de rios y aguas negras modifica el ambiente marino de tal manera que
cambia significativamente los flujos de materia organica a través de la biomasa
microbiana. Este efecto se traduce en cambios metabdlicos que producen

diferencias en la RB.

Los resultados de las pruebas de ANOVA mostraron que no existen
diferencias significativas entre los promedios en cada época para La Bahia de
Guanica y La Parguera. Los valores de RB presentaron interaccion significativa
entre las estaciones y las épocas de muestreo indicando que la ubicacién de las
estaciones (proximidad a la costa) es un factor determinante en las fluctuaciones
de la RB. La variacién espacial en la RB podria ser el resultado de la limitacién
de nutrientes a lo largo del gradiente tierra-océano y a la composicion y cantidad

de materia organica disponible durante las dos épocas (Smith y Kemp, 2003).
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La eficiencia de crecimiento bacteriano en el Golfo de México fluctuo
entre 2 y 23% de acuerdo a lo reportado por Pomeroy et al. (1995), y entre 18 y
40% segun Chin-Leo y Benner (1992). En aguas estuarinas de la Bahia de
Chesapeake fluctué entre 20 y 41% (Smith y Kemp, 2003). El rio Amazonas
registro valores entre 3 y 46% (Benner et al. 1995). Durante el presente estudio
la ECB en La Bahia de Guanica y La Parguera (Figuras 25a y 25b) se encontré

por debajo de los rangos reportados anteriormente.

La ECB se calculd a partir de las tasas de RB y PB. Se observo una
covariacion entre la PB y la ECB (Figura 26), y considerando que la PB en la
mayoria de las estaciones fue constante (Figura 24), permitié suponer que los
cambios observados en la ECB son principalmente producto de la variabilidad en
la tasa de RB (Carlson & Ducklow, 1996). La comunidad bacteriana en la
mayoria de las estaciones de la Bahia de Guanica y La Parguera creci6 mas
eficientemente durante la época seca (Figura 25), lo cual sugiere pensar que la
calidad del material organico es superior en la época seca. Esto se ve reflejado
en una disminucidon de la tasa de respiracion que conlleva a una eficiencia de
crecimiento mayor. En la estacion 4 de Guanica se observo claramente que la
fuente principal de materia organica de mayor calidad fue la proveniente del rio
Loco. La entrada de dicho material organico durante la época seca fue menor a
la de la época lluviosa (Figura 19a), ocasionando una tasa alta de respiracion y

por lo tanto una baja ECB.
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Se observaron diferencias significativas de la ECB entre las areas de
estudio, las estaciones e interaccion entre las épocas y las estaciones. Los
porcentajes mas altos de ECB se presentaron en la Bahia de Guanica y en las
estaciones cercanas a la costa. De acuerdo a lo propuesto por Pomeroy et al.
(1995), la ECB decrece con el incremento en el gradiente tierra-océano y con el
decrecimiento en la concentracion de nutrientes determinando que la

disponibilidad de nutrientes tiende a controlar la ECB en ecosistemas costeros.

Las fluctuaciones de ECB dependen de la calidad y cantidad de materia
organica disponible en el sistema (Middelboe et al. 1992; Smith y Kemp, 2003),
lo que sugiere que las bacterias reaccionan rapidamente a cambios en la
entrada de materia organica (del Giorgio et al. 2006), lo que puede modificar la
asimilacion del material organico teniendo en cuenta las limitaciones de
nutrientes tales como N y P. Esto se ve reflejado en el aumento de la respiracion
con el proposito de capturar la mayor cantidad de nitrogeno y fosforo del material
respirado tratando de evitar una disminucién drastica en la tasa de PB (Carlson
y Ducklow, 1996). El resultado del aumento en la respiracion es la disminucion
en la eficiencia de crecimiento bacteriano (Biddanda et al. 1994; Pradeep et al.

2003; Smith y Kemp, 2003).
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4.4 Clasificacion de las estaciones

El analisis de similaridad para la época seca (Figura 27) mostré la
formaciéon de tres grupos que en su mayoria se asociaron de acuerdo a las
areas de estudio, excepto la estacion 1 de Guanica la cual se asocio con el
primer grupo formado por las estaciones mas alejadas de la costa del area de La
Parguera (estaciones 1, 2 y 3) (Veril, M. Luna y Romero respectivamente). Esto
podria estar relacionado con el material proveniente del Este, el cual es
transportado por el viento, y provoca una similitud entre estas estaciones. En
general se observé un gradiente de distribucion espacial en relacion con la
distancia a la costa, reportandose los valores mas altos para cada una de las
variables evaluadas en las estaciones mas cercanas al margen costero (estacion
4 en Guanica y la estacion Pueblo en La Parguera). Esto pudo deberse a que
estas estaciones estan mas proximas a las fuentes principales de MOD, que en
el caso de Guanica es el rio Loco y para la Parguera es de origen no puntual ya

sea del manglar, de origen antropico 6 su combinacion.

En la época de lluvia (Figura 28) el dendrograma indicé la formacion de
dos grupos observandose un patron de asociacién definido en relacién con las
areas de estudio. El primero esta compuesto por las estaciones de La Parguera
y la estacion 1 de la Bahia de Guanica, indicando posiblemente que esta
estacion 1 esta principalmente influenciada por material proveniente de otras

areas diferentes a la Bahia de Guanica. El segundo grupo esta compuesto por
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las estaciones 2 y 3 de Guanica, las cuales probablemente estan impactadas
principalmente por las descargas del rio Loco durante esta época. La estacion 4
no se encuentra asociada con los dos grupos anteriores y pudo deberse a su
proximidad con la desembocadura del rio Loco que en esta época aumenta su
descarga de materiales, lo cual ocasion6 grandes cambios en cada una de las
variables estudiadas para esta estacion, reportando los mas altos valores en

gran parte de las variables.
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5. CONCLUSIONES

La clorofila a presentd un gradiente leve hacia la costa con un aumento
brusco en la estacion cercana al poblado durante la época seca en la Parguera.
A su vez, las concentraciones de clorofila en La Bahia de Guanica fueron mucho
mayores durante la época seca excepto la estacion externa a la bahia la cual fue
muy similar a las estaciones de La Parguera. Ambas zonas registraron un
aumento altamente significativo en la clorofila con las épocas, siendo estos
cambios mayores en Guanica. Esto indica que el efecto de lluvias es bastante
visible con respecto al enriquecimiento de las aguas y su influencia en la zona
de la Parguera, ademas de indicar que la Bahia de Guanica es un sistema
donde se aceleran procesos microbianos como consecuencia de sus

caracteristicas fisiograficas.

En general, la abundancia bacteriana en La Parguera fue
significativamente menor que en Guanica, especialmente durante la época de
lluvia. Durante la época seca ambas zonas reflejan los valores minimos. Los
datos de La Parguera evidencian una mayor uniformidad espacial durante la
época de lluvia, lo que indica una fuente o un crecimiento bacteriano mayor que

en la época seca.

Contrario a lo esperado, no se encontraron diferencias significativas de

respiracion entre las zonas ni entre las épocas. Las diferencias marcadas en
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respiracion se asocian a la estacion cercana al Rio Loco en Guanica y a la
estacibn mas cercana al poblado de la Parguera cuyas respiraciones fueron
maximas. Interesantemente, la estacion cercana al Rio Loco experimentd una
disminucién no esperada durante la época lluviosa. Es posible que esto se deba
a las caracteristicas de poca profundidad de la misma lo que maximiza el efecto
enriquecedor del rio. Sin tomar en consideracién los resultados de respiraciéon
para la estacion cercana al rio Loco en Guanica, se puede observar un aumento
significativo en la respiracion durante la época de lluvia, inclusive en la estacion

externa a la bahia de Guanica.

Espacialmente, la produccion bacteriana alcanza sus valores menores en
el area de La Parguera con excepcién de la estacion mas cercana al poblado. La
estacidbn mas lejana a la costa en la zona de Guanica sostuvo una produccién
similar a la de estaciones arrecifales en La Parguera (estacion 3: Romero). Las
demas estaciones de Guanica exhibieron producciones consistentemente
mayores en las dos épocas estudiadas. Estos resultados indican
enriquecimiento de sustratos en las cercanias de las costas y de menor grado en
los sistemas arrecifales frontales de la Parguera. Este enriquecimiento promueve
un mayor aumento en la biomasa bacteriana. De igual manera, el estuario de la
Bahia de Guanica muestra un mayor nivel de enriquecimiento persistente
durante ambos periodos estudiados. Esto se debe a una limitacion en el flujo o

mezcla de las aguas lo cual permite un mayor periodo de contacto de la
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microbiota con sus sustratos y por lo tanto un aumento significativo en las tasas

de crecimiento.

Se encontré una mayor eficiencia de crecimiento en la Bahia de Guanica
(hasta 14%) alcanzando valores minimos en la estacion externa a la bahia. En
contraste, los valores maximos de eficiencia en La Parguera alcanzaron un 2 -
5% en las estaciones mas cercanas a la costa, y <1% en las estaciones mas
alejadas a la costa. Se pudiera concluir que el acceso a los nutrientes promueve
un cambio significativo de la eficiencia de crecimiento bacteriano. Dichas
diferencias estan marcadas por un componente de época dominado por cambios
en la respiracion en conjunto por un componente espacial mayormente
influenciado por los niveles de produccion. Considerando lo anterior y que en la
mayor parte de las estaciones la eficiencia es mayor durante la época seca, es
necesario concluir que el acceso a nutrientes es mayor durante la época seca, o

sea, la calidad de los mismos es mayor.

La MODFI durante la época seca fue extremadamente uniforme en todas
las estaciones de las dos regiones. Incluso no se registréo un cambio significativo
de este componente en diferentes épocas en La Parguera por lo que la variacién
principal en esta zona se debe a factores espaciales. Por el contrario, en la
Bahia de Guanica, siendo un sistema de menor circulacion y con mayores
fuentes potenciales, registré6 aumentos significativos al aumentar la pluviosidad.

Solamente se observo una covariacion entre MODFI y la produccion bacteriana
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para la Parguera en la época de lluvia. Esta relacion no se observé en la bahia
de Guanica ni en momentos de aumentos extremos de MODFI lo cual pudiera

deberse a la presencia de factores limitantes.

El analisis de similaridad para la época seca y de lluvia mostré la
formacion de grupos que en su mayoria se asociaron de acuerdo a las areas de
estudio. En general se observé un gradiente de distribucidon espacial en relaciéon
con la distancia de la costa. Esto pudo deberse a que estas estaciones estan
mas proximas a las principales fuentes de MOD, que en caso de Guanica es el
Rio Loco y para La Parguera es de origen no puntual ya sea del manglar, de
origen antrépico 6 su combinacién. En la época lluvia se observé que la estacion
4 de Guanica se encontro fuera de los 2 grupos formados y posiblemente es
debido a la proximidad de esta estaciéon con la desembocadura del rio Loco que
durante esta época aumenta significativamente la entrada sustrato, el cual
produjo grandes cambios, reportando en la estacidn 4 los valores mas altos en la

mayoria de las variables evaluadas.

El instrumento FOXY, es de gran utilidad ya permite analizar muestras en
un menor tiempo con respecto a otros métodos, facilitando la medicion de mayor
numero de réplicas. Sin embargo para lograr una mayor exactitud es necesario
realizar calibraciones en cortos periodos de tiempo lo cual interrumpe la

continuidad en el analisis de las muestras.
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6. RECOMENDACIONES

Para futuros estudios se considera de importancia el estudiar la
composicién quimica del sustrato disponible para las bacterias con el fin de
establecer cuales son los nutrientes limitantes en el desarrollo bacteriano para el

area de estudio.

Llevar a cabo muestreos mensuales para determinar si los cambios en los
parametros ambientales y la actividad biolégica son producto de los factores
climaticos y espaciales o fueron el resultado de las condiciones especificas en el

momento de muestreo.

Evaluar la covariacion existente entre la MODFI y la produccién
bacteriana, debido a que se observd que no necesariamente fue proporcional, lo

cual indica que puede haber un factor limitante en el crecimiento bacteriano.

Llevar a cabo manipulaciones en las concentraciones de los nutrientes,
asi como del numero de células bacterianas, con el fin de establecer si la
comunidad bacteriana presenta un crecimiento activo o si el aumento de la
abundancia en el area de estudio es causado por el transporte de células de

otras regiones.
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8. APENDICES

Apéndices A. Tablas de ANOVAS con disefio anidado

A continuacion se presentan los resultados de los analisis realizados para
evaluar los parametros fisico-quimicos y las variables bioldgicas obtenidas en la
época seca (enero y marzo) y la época lluvia (octubre y noviembre) de 2007, en
las estaciones de la Bahia de Guanica y La Parguera.
A1. ANOVA de la turbidez entre las épocas de muestreo, zonas de estudio, estaciones,

y sus interacciones. F.V = Fuente de variacion; SC= Suma de cuadrados; gl = Grados
de libertad; CM = Cuadrado medio; F = Estadistico; y p-valor = Valor de significancia.

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 10.06 19 0.53 49.60 <0.0001
Zona 0.94 1 0.94 1.02 0.3426
Epoca 1.12 1 1.12 14.12 0.0056*
Epoca*Zona 3.2E-04 1 3.2E-04 4.0E-03 0.9509
Zona>Estacion 7.38 8 0.92 11.67 0.0011*
Epoca * zona>Estacién  0.63 8 0.08 7.40 <0.0001*
Error 0.51 48 0.01
Total 10.57 67

* Indican diferencias significativas (p<0.05).

A2. ANOVA de la concentracion de Chla entre las épocas de muestreo, zonas de
estudio, estaciones, y sus interacciones. F.V = Fuente de variacion; SC= Suma de
cuadrados; gl = Grados de libertad; CM = Cuadrado medio; F = Estadistico; y p-valor =
Valor de significancia.

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 28.12 19 1.48 47.59 <0.0001
Zona 7.29 1 7.29 7.40 0.0262*
Epoca 10.64 1 10.64 37.79 0.0003*
Epoca*Zona 0.06 1 0.06 0.20 0.6675
Zona>Estacion 7.88 8 0,99 3.50 0.0477*
Epoca * zona>Estacién  2.25 8 0.28 9.05 <0.0001*
Error 1.49 48 0.03
Total 29.61 67

* Indican diferencias significativas (p<0.05).
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A3. ANOVA de la concentracion de MODFI entre las épocas de muestreo, zonas de
estudio, estaciones, y sus interacciones. F.V = Fuente de variacion; SC= Suma de
cuadrados; gl = Grados de libertad; CM = Cuadrado medio; F = Estadistico; y p-valor =
Valor de significancia.

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 4.45 19 0.23 29.76 <0.0001
Zona 1.41 1 1.41 7.1 0.0285*
Epoca 0.19 1 0.19 2.20 0.1763
Epoca*Zona 0.55 1 0.55 6.24 0.0371*
Zona>Estacion 1.59 8 0.20 2.26 0.1354
Epoca * zona>Estacién  0.70 8 0.09 11.19 <0.0001*
Error 0.38 48 0.01
Total 4.83 67

* Indican diferencias significativas (p<0.05).

A4. ANOVA de la abundancia bacteriana entre las épocas de muestreo, zonas de
estudio, estaciones, y sus interacciones. F.V = Fuente de variacion; SC= Suma de
cuadrados; gl = Grados de libertad; CM = Cuadrado medio; F = Estadistico; y p-valor =
Valor de significancia.

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 7.39 19 0.39 71.03 <0.0001
Zona 1.43 1 1.43 4.19 0.0750
Epoca 2.91 1 291 115.82 < 0.0001*
Epoca*Zona 0.10 1 0.10 3.95 0.0822
Zona>Estacion 2.74 8 0.34 13.64 0.0006~
Epoca * zona>Estacién  0.20 8 0.03 4.59 0.0003*
Error 0.26 48 0.01
Total 7.65 67

* Indican diferencias significativas (p<0.05).

A5. ANOVA de la produccion bacteriana entre las épocas de muestreo, zonas de
estudio, estaciones, y sus interacciones. F.V = Fuente de variacion; SC= Suma de
cuadrados; gl = Grados de libertad; CM = Cuadrado medio; F = Estadistico; y p-valor =
Valor de significancia.

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 23.69 19 1.25 57.21 <0.0001
Zona 5.72 1 5.72 2.61 0.1450
Epoca 0.05 1 0.05 1.21 0.3034
Epoca*Zona 0.01 1 0.01 0.20 0.6673
Zona>Estacion 17.55 8 219 4931 <0.0001*
Epoca * zona>Estacién  0.36 8 0.04 2.04 0.0611
Error 1.05 48 0.02
Total 24.74 67

* Indican diferencias significativas (p<0.05).
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A6. ANOVA de la respiracion bacteriana entre las épocas de muestreo, zonas de
estudio, estaciones, y sus interacciones. F.V = Fuente de variacion; SC= Suma de
cuadrados; gl = Grados de libertad; CM = Cuadrado medio; F = Estadistico; y p-valor =
Valor de significancia.

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 3.90 19 0.21 11.92 <0.0001
Zona 0.01 1 0.01 0.04 0.8431
Epoca 0.32 1 0.32 2.57 0.1473
Epoca * zona 0.13 1 0.13 1.09 0.3280
Zona>Estacion 2.44 8 0.30 2.45 0.1131
Epoca * zona>Estacién  0.99 8 0.12 7.22 <0.0001*
Error 0.83 48 0.02
Total 4.73 67

* Indican diferencias significativas (p<0.05).

A7. ANOVA de la ECB entre las épocas de muestreo, zonas de estudio, estaciones, y
sus interacciones. F.V = Fuente de variacién; SC= Suma de cuadrados; gl = Grados de
libertad; CM = Cuadrado medio; F = Estadistico; y p-valor = Valor de significancia.

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 17.03 19 0.90 67.53 <0.0001
Zona 5.83 1 5.83 5.11 0.0537*
Epoca 0.59 1 0.59 3.35 0,1047
Epoca*Zona 0.07 1 0.07 0.39 0.5493
Zona>Estacion 9.12 8 1.14 6.44 0.0081*
Epoca * zona>Estacién ~ 1.42 8 0.18 13.34 <0.0001*
Error 0.64 48 0.01
Total 17.66 67

* Indican diferencias significativas (p<0.05).
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