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ABSTRACT

Two coastal zones (influenced by the Coatzacoalcos and Grijalva-Usumacinta rivers) and an
oceanic one (Campeche Canyon) from the southern Gulf of Mexico were sampled during
“nortes” (February, 2004) and dry (June-July, 2004) seasons. Autotrophic picoplankton (APP)
was analyzed using both pigment analysis and epifluorescence microscopy in that region.
Despite rivers’ discharges to the continental shelf, salinity was never below 34.1. The highest
concentrations of accessory pigments (fucoxanthin, zeaxantina and divinyl-chlorophyll a) and
elevated APP numbers were associated with shallow coastal zones (above 1% PAR)), except for
prasinoxanthin, which also showed high concentrations in the Campeche Canyon. Violaxanthin
was never detected by HPLC in the southern Gulf of Mexico. Pigments associated with
prokaryotic APP (zeaxanthin and divinyl-chlorophyll a) were more distinguishable in the
Campeche Canyon than in the coastal zones. Fucoxanthin, zeaxanthin, divinyl-chlorophyll a
and APP numbers presented significant differences between coastal regions and the Campeche
Canyon (0<0.05). Chlorophyll @ was not directly related to accessory pigments and APP
numbers in the majority of the stations studied. Using the index pigments (Fu), it was proven
that phytoplankton of the southern Gulf of Mexico was composed by diverse sizes. The highest
numbers of APP were found in the region influenced by the river Grijalva-Usumacinta (1.67 x
10° cells ml™"), following by the region influenced by the Coatzacoalcos river (1.19 x 10° cells
ml™), and in the Campeche Canyon (1.53 x 10’ cells ml™). The identity of picoprokaryotic
organisms (Synechococcus and Prochlorococcus) was confirmed by TEM. Eukaryotic APP was
not observed by TEM, however, based on flow cytometry analysis, two populations of
picoeukaryotic phytoplankton were recognized.



RESUMEN

Se determind la concentracion de 5 pigmentos accesorios del plancton autétrofo (temporada de
nortes: febrero, 2004) y la densidad del picofitoplancton (temporada de secas: junio-julio,
2004) en dos regiones costeras asociadas a los rios Coatzacoalcos y Grijalva-Usumacinta y una
regién ocednica, Cafién de Campeche, en el sur del Golfo de México. Las regiones asociadas a
los rios Coatzacoalcos y Grijalva-Usumacinta, con salinidades mayores a 34.1, no presentaron
una fuerte influencia de aguas continentales. El pigmento violaxantina nunca se presentd en
concentraciones cuantificables por el sistema HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion).
Durante las dos temporadas de estudios, las mayores concentraciones de los pigmentos y del
picofitoplancton (PFP) se presentaron por arriba del 1% de la radiacion fotosintética activa
(PARy). Con excepcion de la prasinoxantina, las mayores concentraciones de los pigmentos y
del PFP se asociaron a las localidades méds someras de la plataforma continental. Los pigmentos
asociados al PFP procarionte (zeaxantina y divinyl-clorofila @) se distinguieron mejor en el
Cafion de Campeche que en las regiones costeras, excepto en la localidad mas somera durante
la temporada de nortes. En general, la clorofila a no se relacioné ni con la concentracion de los
pigmentos ni con la densidad del PFP en la columna de agua. La densidad del PFP y los
pigmentos fucoxantina, zeaxantina y divinyl-clorofila a presentaron diferencias significativas
(a= 0.05) entre el ambiente costero y el ambiente marino. La biomasa fitoplanctonica se
compuso de una gran diversidad de tamafios del fitoplancton. Las mayores concentraciones
celulares del PFP se presentaron, en primer lugar, en la regién asociada al sistema Grijalva-
Usumacinta (1.67 x 10° céls ml™); en segundo lugar, en la regién con influencia del rio
Coatzacoalcos (1.19 x 10° céls ml'l); y en dltimo lugar, en las aguas oligotréficas del Cafion
Campeche (1.53 x 10° céls ml™"). Los andlisis de microscopia electrénica confirmaron la
presencia de Synechococcus y Prochlorococcus. Durante los andlisis por citometria de flujo se
observo la presencia de dos poblaciones del PFP eucarionte (no determinadas).
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I. INTRODUCCION

Con el término picoplancton autétrofo o picofitoplancton (PFP) técnicamente se denomina a los
organismos fotosintetizadores que miden entre 0.2 y 3.0 um (Stockner y Antia, 1986). La
distribucién de estos organismos abarca una amplia gama de ambientes. En los sistemas
continentales se les encuentra en rios, lagunas, lagos, estanques y presas; en zonas de transicion
océano-continente, en estuarios, esteros, lagunas costeras, y en el mar, desde zonas costeras
hasta lugares por debajo del limite de la capa eufética de zonas oligotroficas (Sorokin, 1999;
Callieri y Stockner, 2002).

En diversos sistemas acudticos, el PFP es responsable de la captacion de una gran cantidad de
energia que ingresa a la trama tréfica a través del proceso fotosintesis (Paerl, 2000). En los
ciclos del nitrégeno y el carbono, el PFP, por asimilacién de nutrimentos, cumple la funcién
fundamental de reingresar nutrientes a la trama tréfica (Weisse, 1993; Raven, 1998; Paerl,
2000; Rodriguez, 2005). En regiones oligotrdficas, la tasa de crecimiento del PFP es mayor que
la de otros tamafios autotréficos (nano- y micro-fitoplancton); debido a esto, en diversas
ocasiones se ha encontrado que la gran abundancia del PFP es promotora de una alta
produccién de carbono organico (Rodriguez, 2005).

En aguas templadas y tropicales del ambiente marino, se ha destacado que los organismos del
PFP pueden llegar a contribuir con mas del 50% de la biomasa autétrofa (Hall y Vincent, 1990;
Goericke y Repeta, 1991; Crosbie y Furnas, 2001). En aguas oligotréficas ocednicas, el PFP ha
tenido una mayor importancia debido a que puede contribuir con mds del 70% de la biomasa
fitoplancténica (Jeffrey y Vesk, 1997; Blanchot et al., 2001; Veldhuis y Kraay, 2004). Sin
embargo, en ambientes costeros, el PFP presenta una gran variabilidad respecto a la produccion
de carbono orgédnico (Callieri y Stockner, 2002). Esto se debe a que en los ambientes costeros,
donde aumenta la diversidad de organismos fotosintetizadores, el PFP se somete a una mayor
competencia y depredacién por organismos de mayor tamafio (nanoplancton y microplancton).

Hasta ahora no se han determinado muchas de las especies que integran al picofitoplancton
marino (Raven, 1998). De acuerdo con el sistema botdnico, algunos de los principales
representantes del PFP se encuentran en las clases Cyanophyceae, Prochlorophyceae,
Chrysophyceae, Pelagophyceae y Prasinophyceae (Jeffrey y Vesk, 1997). Dentro de estos
grupos, existen organismos procariontes y eucariontes. Los integrantes picoprocariontes se
encuentran dentro de las divisiones Cyanophyta y Prochlorophyta, en las cuales, los géneros
Synechococcus y Prochlorococcus respectivamente, albergan a los organismos cocoides mas
pequeiios del PFP. Synechococcus se ha observado con una talla de aproximadamente 0.9 um y
Prochlorococcus ha sido reportado con un didmetro de aproximadamente 0.6 pm (Raven,
1998). Con respecto a los representantes picoeucariontes, se puede decir que de este grupo se
han identificado un mayor nimero de taxa; sin embargo, debido a la falta de métodos rutinarios
para estudiar las diversas poblaciones picoeucariontes, su distribucion y su abundancia ain no
han sido bien explicadas (Latasa et al., 2004; Not et al., 2004). Se ha observado que la mayor
diversidad del PFP eucarionte se asocia a la clase Prasinophyceae (Chlorophyta), en la cual el
género Micromonas se ha distinguido por presentar altas concentraciones de organismos en
aguas costeras (Guillou et al., 2004; Not et al., 2004).
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En el ambiente marino se ha observado que el PFP procarionte (Synechococcus 'y
Prochlorococcus) es mas abundante que el PFP eucarionte (Ansotegui et al., 2003; Pan et al.,
2005; Jiao et al., 2005). Sin embargo, entre ambas categorias e incluso especies, existe una
variacién espacio-temporal que localmente puede estar influenciada por ciertos factores fisicos
(turbulencia, mezcla de la columna de agua, frentes, estratificacion térmica, disponibilidad de la
radiacion fotosintéticamente activa), quimicos (disponibilidad de nutrientes, inhibidores de
crecimiento) y biolégicos (competencia, depredacion, senescencia de las células).

Los estudios de abundancia han determinado que Synechococcus y algunos picoeucariontes
estan asociados a zonas costeras, en lugares bien iluminados (capas superficiales) y en regiones
ricas en nutrientes (Paerl, 2000; Collier y Palenik, 2003; Jiao et al., 2005). Bajo fuertes
condiciones de mezcla, se ha observado que el PFP eucarionte crece mds rapido que el PFP
procarionte (Paerl, 2000). Con respecto a Prochlorococcus, diversos estudios han mostrado que
las mayores concentraciones de estos organismos se asocian a regiones oligotroficas, desde
zonas superficiales, donde los nutrientes pueden estar practicamente agotados (menor a 0.1
pmol 1'1), hasta profundidades cerca del limite de la capa eufética (Chisholm et al., 1988;
Vaulot y Partensky, 1992; Blanchot y Rodier, 1996; Shimada et al., 1996; Crosbie y Furnas,
2001).

En diversas zonas oligotréficas, el éxito del PFP sobre el nano y el microfitoplancton se debe a
sus rapidas tasas fisioldgicas y de renovacién celular, mismas que se han determinado como
dependientes del tamafo individual de los organismos (Raven, 1998; Rodriguez, 2005). En este
sentido, se ha observado que el tamafio del PFP es una ventaja sobre otros autétrofos, debido a
que la incorporacién de nutrientes hacia el interior de sus células se hace de manera mas
eficiente que en organismos con mayor tamafo (Raven, 1998; Paerl, 2000). Ademds, debido a
que el PFP ha mejorado la eficiencia de absorcion de luz y de crecimiento, su distribucion y su
abundancia han superado en muchos de los casos a otros tamafios del fitoplancton (Stockner y
Antia, 1986; Urbach et al., 1998).

El PAR (radiacién fotosintéticamente activa, con una longitud de onda de 400-700 nm) es una
de las variables mds importantes que determina la distribucion vertical del PFP (Paerl, 2000).
Su importancia radica en que dentro de este espectro (400-700 nm) se encuentra la luz ptima
para que los organismos autétrofos realicen la fotosintesis. Se ha observado que al disminuir la
luz en la columna de agua, el PFP, a través de sus vesiculas de gas, puede regular su suspension
hacia las capas con mayor iluminacién (Paerl, 2000). En general, la mayoria del PFP se
distribuye por arriba del 1% del PAR( o capa eufética. Sin embargo, la presencia de ciertos
pigmentos accesorios, como la divinyl-clorofila a (marcador monoespecifico de
Prochlorococcus) y la zeaxantina (marcador multiespecifico principalmente contenido en
Synechococcus), han hecho que algunas especies del PFP puedan distribuirse por debajo de la
capa eufética (Chisholm et al. 1988). Estas adaptaciones hacia los lugares con poca iluminacién
se deben a la alta eficiencia de los pigmentos accesorios para absorber energia a estas
profundidades (Ting et al., 2002).

La temperatura de la columna de agua estd estrechamente relacionada con la distribucién del
plancton autétrofo; inclusive, su variacion estacional es determinante sobre la composicién y
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abundancia de todo el plancton autétrofo (Sorokin, 1999). Durante las épocas de estratificacion
térmica, por arriba de la termoclina (capa de mezcla), la abundancia y la composicion del
plancton autétrofo tienden a disminuir por escasez de nutrientes. Debido a esto, se ha observado
que en cuerpos de agua estratificados, la mayor abundancia del plancton autétrofo se sitia hacia
las zonas con mayor concentracién de nutrientes de la capa eufética (Raven, 1998). Sin
embargo, al llevarse a cabo estos desplazamientos, la fuente de energia (luz) para la mayoria del
fitoplancton es una fuerte limitante, por lo cual, la distribucién de algunos organismos en la
columna de agua se ve restringida a ciertas profundidades de la capa eufética. El PFP, gracias a
sus mecanismos de fotoadaptacion: presencia de pigmentos accesorios, aumento de pigmentos
clorofilicos, eficiencia para absorber energia en el rango de luz azul y asimilacion 6ptima de
nutrientes, puede distribuirse en toda la capa euf6tica, e incluso, por debajo de ésta, como se ha
visto en el caso de Prochlorococcus marinus (Chisholm et al. 1988). En suma, se ha sefialado
que en cuerpos de agua estratificados, el PFP tiende a presentar sus mdximas concentraciones
hacia el fondo de la capa eufética (Raven, 1998).

La caracterizacion de los pigmentos fotosintéticos por medio del sistema HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion), actualmente se considera un instrumento rutinario para determinar
la composicién y la distribucién de diversas poblaciones del PFP (Mackey et al., 1996; Vidussi
et al., 1996). Debe sefialarse que después de la introduccién del citometro de flujo a la
oceanografia biolégica (Chisholm et al. 1988), diversas investigaciones han comprobado la
eficacia y la rapidez de este instrumento para cuantificar diversas poblaciones del PFP
(Dubellaar y Jonker, 2000). Por esto, la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) y el
citometro de flujo se consideran dos herramientas adecuadas cuando el objetivo es estudiar la
composicion y la abundancia de diversas poblaciones picofitoplancténicas (Jeffrey y Vesk,
1997; Dubelaar y Jonker, 2000).
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II. ANTECEDENTES

Hasta ahora existen pocos reportes sobre el picofitoplancton (PFP) para las aguas del Golfo de
Meéxico. Los estudios mds recientes corresponden a regiones del noreste del Golfo de México.
Chisholm et al. (1998) analizaron el PFP en una zona ocednica del noreste del Golfo de
Meéxico, asi como en otras regiones tropicales, e identificaron al organismo picofitoplancténico
mds pequefio y abundante del medio marino, al cual llamaron Prochlorococcus marinus.
Chisholm et al. (1998) destacaron que la abundancia de Prochlorococcus, en la mayoria de las
regiones, presenté una densidad entre 5 x 10* y 1.2 x 10° céls mI™". Al noreste del Golfo, Quian
et al. (2003) observaron que los organismos procariontes (Prochlorococcus 'y Synechococcus)
presentaron su mayor abundancia en regiones ocednicas (salinidades mayores a 35.0); sin
embargo, Jochem (2003) encontrd, en una regién asociada a la pluma del rio Mississippi, que
Prochlorococccus present6 su mayor abundancia (4.35 x 10* céls ml™") a una salinidad de 23.5,
mientras que Synechococcus alcanzé altas concentraciones (3.06 x 10* céls ml™) en regiones
costeras donde la salinidad oscil6 entre 8.5 y 14.7. Jochem (2003) concluyé que
Prochlorococcus no es un organismo que contribuya significativamente a la biomasa
fitoplanctdnica en regiones costeras.

Qian et al. (2003) encontraron que las clases Prymnesiophycea, Cyanophyceae,
Prochlorophyceae, Bacillariophyceae y Chrysophyceae son los grupos que mejor representan al
fitoplancton del noreste del Golfo de México. Estos autores determinaron que los organismos
procariontes (Synechococcus y Prochlorococcus) contribuyeron entre 6 y 31% al total de la
clorofila a. En el noreste del Golfo, Fahnenstiel et al. (1994) encontraron que el
picofitoplancton total alcanzé su mayor densidad en el maximo de clorofila a (50 m), con 6.24
x 10* céls ml™, y la menor en la capa de mezcla, con 3.8 x 10" céls ml". Estos autores
compararon la produccion de carbono orgdnico entre organismos menores a 1 um
(Prochlorococcus) 'y organismos con una talla entre 1 y 3 pm (Synechococcus 'y
picoeucariontes) y concluyeron que los organismos entre 1 y 3 um produjeron la mayor
cantidad de biomasa picofitoplanctonica.

En condiciones experimentales, bajo diferentes porcentajes de iluminacion, se ha determinado
que algunas poblaciones del PFP tienen preferencia por ciertos rangos de luz (> 1% de PAR,,
Urbach et al., 1998; Ting et al., 2002). Sin embargo, en condiciones naturales, la respuesta del
PFP a la variable luz puede ser muy diferente a lo observado en condiciones controladas
(Lazzara et al., 1996). Se ha confirmado que la capacidad de producir ciertos pigmentos
accesorios (por ejemplo: la divinyl-clorofila a producida por Prochlorococcus o la zeaxantina
en Synecococcus) es una ventaja del PFP para distribuirse por toda la capa eufética, ya que al
desplazarse a diferentes profundidades de la capa eufética, su eficiencia fotosintética no decrece
como ocurre con otros autétrofos (Chisholm, 1988; Olson et al., 1990a; Olson et al., 1990b;
Dusenberry et al., 2001; Barlow, 2002; Paerl, 2000; Scanlan y West, 2002, Ting et al., 2002;).
Por otra parte, se ha observado que la habilidad del PFP de tolerar distintos rangos de
iluminacién se debe a un proceso de fotoaclimatacion (Olson et al., 1990a; Olson et al., 1990b;
Partensky et al., 1996; DuRand et al., 2001; Veldhuis et al., 2005).
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En aguas tropicales, al oeste del Océano Pacifico, Shimada et al. (1993, 1996) observaron que
Prochlorococcus puede presentar sus maximas concentraciones donde el porcentaje de PAR es
menor al 6 % (luz azul-violeta). Chisholm (1988), en aguas tropicales, y Goericke et al. (2000),
en el mar Arabigo, determinaron que Prochlorococcus alcanzé altas concentraciones celulares
por debajo del 1% de la luz visible. Tanto Shimada et al. (1993) como DuRand et al. (2001)
llegaron a la conclusién de que el incremento de Prochlorococcus comienza a ser importante
debajo de la nitraclina, principalmente donde se encuentran los porcentajes mds bajos de
irradiacién superficial. Por otro lado, Urbach et al. (1998), DiTullio et al. (2003), Veldhuis y
Kraay (2004) y Veldhuis et al. (2005) observaron que la capacidad de Prochlorococcus de
distribuirse pricticamente en toda la capa eufética se debe a dos factores: (1) la presencia del
pigmento divinyl-clorofila a, el cual le proporciona la capacidad de absorber energia en lugares
de muy escasa iluminacién (< 1% PARy), y (2) la existencia de dos ecotipos (organismos con
variaciones fisioldgicas distintas): el primero, con distribucién en zonas superficiales y
adaptado a altas intensidades de luz; y el segundo, con adaptaciones a zonas profundas (por
debajo de la zona eufética) en condiciones de escasa iluminacion (Goericke et al., 2000; Ting
et al., 2002).

Algunas estudios sobre la distribucién de Synechococcus (predominantemente en la capa de
mezcla) han sefialado que la produccién del pigmento fotoprotector ficoeritrina, ha permitido
que Synechococcus se adapte a altas condiciones luminicas (Olson et al., 1990a; Blanchot y
Rodier, 1996; Paerl, 2000; Collier y Palenik, 2003). Bajo este criterio, Uysal (2000) observé
que las maximas concentraciones de Synechococcus se presentaron dentro de la capa de mezcla
(0-10 m de profundidad, con 1.45 x 10° cels mL'l), y en el maximo de clorofila a (con 1.23x
10° cels mL™); asimismo, observé que los tamafios y la fluorescencia de Synechococcus fueron
mayores por arriba de la termoclina.

Sorokin (1999) sefialé que, en lugares donde los nutrientes son abundantes (zona costera), la
produccion de carbono orgdnico por parte del PFP generalmente es menor que la del
nanoplancton y microplancton. Furuya (1990) encontré que, en aguas tropicales y subtropicales
(al oeste del Océano Pacifico), el aporte de carbono organico por parte del PFP fue el mds bajo
(< 15%). Sin embargo, en regiones oligotréficas (con nutrientes en escasas concentraciones), se
ha observado que el PFP aporta la mayor cantidad de la biomasa fotosintética (Raven, 1998).
Por ejemplo, en el giro subtropical del Océano Atlantico, Marafién et al. (2000) determinaron
que el PFP contribuy6 entre 70 y 90% al total de la biomasa fotosintética.

De los tres grandes grupos mds comunes del PFP (Prochlorococcus, Synechococcus y los
picoeucariontes), se ha observado que Prochlorococcus puede alcanzar concentraciones
mayores a 10° céls mL'l, en aguas ocednicas (Chisholm et al., 1988; Hall y Vincent, 1990;
Vaulot et al., 1992; Iriarte y Purdie, 1994; Blanchot y Rodier, 1996; Partensky et al., 1996;
Zubkov et al., 1998; Marie et al., 1999); Synechococcus, ~ 10° céls mL'l, en regiones sobre la
plataforma continental (Hall y Vincent, 1990; Partensky et al., 1996; Campell et al., 1997,
Moreira-Turcq y Martin, 1998; Marie et al., 1999; DuRand et al., 2001; Jiao et al., 2005), y los
picoeucariontes, ~ 10° céls mL™', en aguas ocednicas, y mayores a 10° céls mL™' en aguas
costeras (Hall y Vincent, 1990; Shimada et al., 1993; Marie et al., 1999; Pan et al., 2005; Jiao
et al., 2005;).
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La principal limitante que se enfrenta al estudiar la comunidad del PFP, es que existen pocos
métodos que permiten valorar pardmetros ecoldgicos, como la diversidad, la composicion, la
abundancia o las interacciones inter e intraespecificas (Lopez Lopez y Zaballos, 2005). Debido
a esto, se ha indicado que el conocimiento de los microorganismos procariontes (incluyendo el
PFP procarionte) es muy pobre: no rebasa el 0.4 % de especies conocidas (Rosell6 Mora,
2005); Not et al. (2004) han sefialado que aproximadamente 40 especies del PFP eucarionte han
sido formalmente descritas. Sin embargo, debido al origen parafilético del PFP eucarionte
(Latasa et al., 2004), se considera que su diversidad es muy alta (Biegala et al., 2003; Not et al.,
2004).
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II1. OBJETIVOS

General

>

Determinar la concentracién de pigmentos del plancton autétrofo y la densidad del
picofitoplancton en dos regiones costeras y una regién ocednica del sur del Golfo de
Meéxico; y establecer la asociaciéon de la temperatura (posicién de la termoclina) y el
porcentaje de PAR( con respecto a la concentracion de los pigmentos y la densidad total del
picofitoplancton.

Particulares

>

Determinar la concentracién de cinco pigmentos marcadores (fucoxantina, prasinoxantina,
violaxantina, zeaxantina y divinyl-clorofila a) asociados con poblaciones autétrofas.

Cuantificar el picofitoplancton con base en su tamafio celular y su fluorescencia.
Obtener la relacion de la temperatura (posicién de la termoclina) y el porcentaje de PAR
con respecto a la concentracion de los pigmentos y la concentracion celular del

picofitoplancton.

Caracterizar la region ocednica y la region costera de acuerdo a la concentracién de los
pigmentos marcadores y la densidad del picofitoplancton.

Determinar la identidad de las poblaciones del picofitoplancton a través de microscopia de
transmision electrénica.
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IV. AREA DE ESTUDIO

Este estudio se realiz6 en el sur del Golfo de México (Bahia de Campeche), entre 18 y 21° de
latitud norte y 92 y 95° de longitud oeste (Fig. 1 y 2). El clima del sur del Golfo de México es
de tipo tropical. Durante el verano, la temperatura atmosférica es mayor a 30° C, y en invierno,
desciende por debajo de los 25° C (Yanez Arancibia y Day, 2004). En verano, la temperatura
superficial del agua se encuentra aproximadamente a 29° C (Toledo, 1996) y en invierno,
puede oscilar entre 19 y 27° C (De La Lanza, 2001).

Del mes de octubre al mes de marzo, el sur del Golfo de México se caracteriza por la presencia
de fuertes vientos (21-30 m s™) llamados “nortes” (Yéfiez Arancibia y Day 2004; Herndndez
Arana et al., 2003). De noviembre a febrero, cuando se intensifican los nortes, la influencia de
los vientos sobre la regién proviene del noroeste (Salas de Ledn et al., 1996), mientras que
durante los meses de secas (de mayo a principios de agosto, Mosifio y Garcia, 1968; Martyn,
1992), los vientos tienden a proceder del sur o sureste (Sanvicente Afiorve et al., 2000;
Hernandez Arana et al., 2003).

Monreal Gémez y Salas de Le6n (1997) han sefialado que, excepto en la temporada de nortes,
la conveccion vertical del Golfo de México es débil, por lo cual la mayor parte del Golfo se
encuentra verticalmente estratificado. Cuando los nortes actian sobre el sur del Golfo de
Meéxico, debido a que se extrae una gran cantidad de calor de las aguas superficiales, por
mezcla, es posible que se pierda la estratificacion térmica de toda la region (Ferndndez et al.,
1993; Zavala Hidalgo et al., 2002).

Hacia el final de la época fria, entre los meses de febrero y mayo, la termoclina en la zona
ocednica se caracteriza por ser profunda, mayor a 70 m (Espinosa Fuentes y Flores Coto, 2004);
y en verano, conforme va disminuyendo la profundidad de la columna de agua, la termoclina
tiende a ser somera (Ferndndez et al., 1993; Espinosa Fuentes y Flores Coto, 2004). Monreal
Goémez y Salas de Ledn (1997) determinaron que la Bahia de Campeche se caracteriza por un
gran giro ciclénico durante el otofio (menor a 150 km de didmetro), mismo que permite el
ascenso de la termoclina, ya que sus caracteristicas son tales que favorecen el ascenso de agua
fria hacia las capas superficiales de la columna de agua.

Durante el ingreso de masas de agua céalidas por el estrecho de Yucatan (Corriente de Yucatén),
la mayor parte describe un desplazamiento semicircular hacia el oeste y después hacia el este,
hasta salir por el estrecho de Florida: cominmente llamada Corriente de Lazo (Sheinbaum et
al., 2002; Bunge et al., 2002). La inercia de la Corriente de Lazo produce giros ciclonicos y
anticlénicos que influyen en la circulacién oceédnica del sur del Golfo de México (Toledo, 1996;
Bunge et al., 2002; Candela et al., 2002; Zavala Hidalgo et al., 2003), con el trasporte de masas
de agua que se desplazan, en direccion este a oeste, por el sur del Golfo de México (Salas de
Le6n et al., 1996).
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Fig. 1. Ubicacién de las estaciones de muestreo en el sur del Golfo de México (temporada de
nortes: febrero, 2004).
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Un rasgo particular del sur del Golfo de México es la plataforma continental carbonatada que
tiende a incrementarse de oeste a este (Carranza Edwards et al., 1975). El area de estudio se
caracteriza por la descarga de tres principales rios: Coatzacoalcos (ubicado al suroeste), el
sistema Grivalva-Usumacinta (hacia la parte sureste), el cual, después del rio Mississippi,
descarga la mayor cantidad de agua continental (con una gran aporte de nutrientes) en el sur del
Golfo de México (Yafiez Arancibia y Day, 2004) y el rio San Pedro y San Pablo, ubicado al
este del sistema Grijalva-Usumacinta y al oeste de la Laguna de Términos.

El é4rea de estudio se distingue por un cafiéon submarino de origen tecténico: Cafién de
Campeche (Mendoza y Ortiz Pérez, 2000). En esta region, Salas de Leén et al. (2004)
determinaron que los maximos de materia orgdnica particulada, con una variacién de 2.8 a 33.1
mg 1", estdn asociados a la capa eufética. Ademds, determinaron que la profundidad del
maximo de clorofila a (con concentraciones de 0.21 a 0.32 mg m™) se present6 en la base de la
capa eufdtica, entre 78 y 88 m.

Salas de Ledn et al. (1996) observaron que la presencia del gran giro ciclénico en la Bahia de
Campeche, el cual comienza a formarse en el verano; en el invierno ya se encuentra
completamente desarrollado, favorece la distribucién estacional de organismos plancténicos de
la zona ocednica hacia la zona costera. Asimismo, Sanvicente Afiorve et al. (2000) observaron
que la formacion del giro ciclénico favorecié la distribucion de organismos zooplancténicos
ocednicos hacia la plataforma continental del sur del Golfo de México.

En la regién costera del sur del Golfo de México, Sanvicente Afiorve et al. (2000) y Espinosa
Fuentes y Flores Coto (2004) observaron que durante los periodos de mezcla y la
intensificacion de la descarga del sistema Grijalva-Usumacinta, la abundancia de organismos
zooplancténicos se incrementa en la capa de mezcla de la plataforma continental.
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V. MATERIALES Y METODOS
V.1. ETAPA DE CAMPO

Se trabajé con material que se recolectd durante dos campafias oceanogréficas en el sur del
Golfo de México, PROMEBIO VIII (temporada de nortes: febrero, 2004) y PROMEBIO IX
(temporada de secas: junio-julio, 2004). Al material se le determiné la concentracion de 5
pigmentos del plancton autétrofo y la densidad del PFP pertenecientes a dos zonas costeras (la
primera, con influencia del sistema Grijalva-Usumacinta; y la segunda, con influencia del rio
Coatzacoalcos) y una zona ocednica (Cafién de Campeche). Para la campafia PROMEBIO VIII,
10 estaciones de muestreo se distribuyeron entre las tres zonas de estudio, mientras que para la
campaina PROMEBIO IX, se distribuyeron 11 estaciones de recolecta (Fig. 1 y 2).

Variables fisicas y clorofila a

Se registrd la temperatura, la salinidad y la profundidad de la columna de agua con un CTD
marca Neil Brown Mark III; la salinidad y la profundidad se calcularon usando los algoritmos
de la UNESCO (Fofonoff y Millard, 1983). La fluorescencia in vivo de la clorofila a y el PAR,
se midieron con un perfilador pasivo marca PNF-300 de Biospherical Instruments; la clorofila a
se calculd con los programas proporcionados por la compaiiia Biospherical Instruments, los
cuales se basan en una relacion directa del nimero de fotones absorbidos por la clorofila a y el
numero de fotones emitidos por la fluorescencia de la clorofila a. Durante la temporada de
nortes (febrero, 2004), el perfilador de fluorescencia sélo obtuvo datos completos en 4 de las 10
estaciones de muestreo. Por ello, no se pudieron determinar, en 6 estaciones, las relaciones de la
clorofila a y el PAR( con respecto a la concentracion de los pigmentos accesorios.

Recolecta del material biologico

La recolecta del material bioldgico se realiz6 con botellas Niskin de 8 L unidas a una roseta y al
CTD. En la campafia PROMEBIO VIII, de los 10-100 m de profundidad, se recolecté con una
separacion de 10-20 m entre cada nivel (mdximo 7 profundidades); después de los 100 m,
siempre se recolecté a 120, 150 y 180 m de profundidad. En la campafia PROMEBIO IX, entre
5 y 40 m de profundidad (estaciones someras), se muestred con una separaciéon de 4-10 m de
profundidad entre cada nivel (mdximo 6 profundidades); después de los 40 m, siempre se
muestre6 a 60, 80, 100, 120, 150 y 180 de profundidad. Ademds, s6lo en esta campafia se
recolecté en la profundidad de la termoclina y la profundidad del méximo de clorofila a. Del
volumen que se recolectd por las botellas Niskin (8 1), 2.5 1 de agua de cada nivel se llevaron al
laboratorio para preparar las muestras correspondientes al andlisis de pigmentos (HPLC), los
conteos celulares por citometria y epifluorescencia y los andlisis por microscopia electrénica de
transmision (TEM).
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Preparacion de muestras para el HPLC

Se filtraron 2 1 de agua de cada nivel de colecta a través de filtros GF/F (47 mm didmetro) con
un sistema de filtracion Manifol (Millipore), el cual se conecté a una bomba de extraccién
(Millipore) y un recipiente colector de desechos (vol. 20 1). Los filtros GF/F se retiraron con
unas pinzas delgadas y se colocaron en viales etiquetados (Eppendorf 1.5 ml). Los viales se
conservaron en nitrégeno liquido hasta antes de analizarse por el sistema HPLC. Se ha
recomendado este tipo de conservacidon ya que los pigmentos pueden preservarse por varios
meses sin sufrir degradaciones significativas (Marie et al., 1999).

Preparacion de muestras para citometria, microscopia de epifluorescencia y microscopia
electronica de transmision (TEM)

Se fijaron 150 ml de agua de mar con paraformaldehido a una concentracion final del 1%
(Marie et al., 1999). El preservante adicionado se dejé actuar durante 10 min a temperatura
ambiente. Para las muestras de citometria, se tomd una alicuota de 5 ml y se colocé en
crioviales, los cuales se conservaron en nitrégeno liquido hasta antes de su analisis. Esto ha sido
ampliamente recomendado previo a los andlisis por citometria, ya que la fluorescencia de los
pigmentos puede conservarse en Optimas condiciones durante varios meses (Marie ef al., 1999).
El volumen restante, fijado, 50 % se reservé para los andlisis de microscopia de
epifluorescencia y el otro 50 % para los andlisis por microscopia electrénica (TEM), ambos
conservados a una temperatura de -15 ° C.

V.2 ETAPA DE LABORATORIO
Preparacion de la muestra para el andlisis de pigmentos accesorios (RF-HPLC)

La cuantificacion de los pigmentos accesorios se determind mediante de la cromatografia
liquida de alta resolucion fase reversa (RF-HPLC). El proceso inicié descongelando las
muestras (viales con material biologico) que se conservaron en nitrégeno liquido. Con unas
pinzas se sacO el filtro del vial y se coloco en un tubo de extracciéon de 10 ml de volumen.
Dentro del tubo de extraccion, se agregaron 5.0 ml de metanol (disolvente) grado HPLC. En
este tubo, con una punta pléstica unida a un taladro de baja velocidad, se trituré el filtro hasta
que quedo totalmente resuspendido en el disolvente. Inmediatamente después, dicha suspension
se refrigerd a 4° C durante 24 h. Vidussi et al. (1996) han sefialado que en este tiempo (24 h) se
han extraido todos los pigmentos fotosintéticos, los cuales se analizaron posteriormente por el
sistema HPLC.
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Preparacion de disolventes (fase movil) para el sistema HPLC
Disolvente A

El disolvente A se compuso de la mezcla de acetato de amonio acuoso (0.5 M) y metanol grado
HPLC. El disolvente A se preparé mezclando 30% de acetato de amonio acuoso (0.5 M) y 70%
de metanol grado HPLC (Vidussi et al. 1996).

Disolvente B
El disolvente B fue metanol grado HPLC.
Cuantificacion de pigmentos accesorios (RF-HPLC)

Trascurrido el tiempo de extraccion de los pigmentos fotosintéticos (24 h), los tubos con los
pigmentos extraidos se centrifugaron durante 5 min a 10,500 x g. Terminada la separacion del
material, con la ayuda de una pipeta se apart6 el disolvente (muestra) del resto del filtro
sedimentado (residuo). De cada muestra, se inyectaron 600 ul al sistema HPLC con la ayuda de
un automuestreador (Waters 717), el cual se conectd bidireccionalmente a una computadora. La
muestra pas6 por una columna fase reversa (Hypersil MOS-2) hasta llegar a un
espectrofotometro (Waters 996, con detector de fotodiodos), con una longitud de onda de 440
nanémetros.

Los pigmentos analizados fueron fucoxantina, prasinoxantina, violaxantina, zeaxantina y
divinyl-clorofila a. Antes del andlisis de las muestras, todos los estdndares se calibraron en el
instrumento de cuantificacion (RF-HPLC), es decir, las sefiales de deteccion de los pigmentos
se calibraron de acuerdo a su tiempo de retencion (tiempo especifico en el que un pigmento se
detecta y cuantifica). Posteriormente, con base en una concentracion conocida de los
estdndares, se cuantificaron las concentraciones de los pigmentos de cada muestra.

Cuantificacion celular por citometria

Se utiliz6 un citometro FCScalibur (Becton Dickinson), equipado con un ldser de 488 nm vy tres
fotodetectores: FL1 (fluorescencia verde), FL2 (fluorescencia naranja) y FL3 (fluorescencia
roja). Por medio de una conexién bidireccional, el citometro de flujo se controlé desde una
computara (G3 Macintosh) con el programa Cellquest. Antes de analizar las muestras, el
sistema se lavo con hipoclorito de sodio al 10% durante 10 minutos. Con una suspension (agua
MilliQ mds microesferas yellow-green, marca Polyscience, de 1 um de didmetro), a una
concentracién conocida de aproximadamente 10° microesferas ml™; se calibré el tamafio de
particulas (< 3 um) y las fluorescencias del citometro de flujo. Al descongelarse las muestras,
conservadas en nitrogeno liquido, en tubos Falcon (5 ml) se agreg6 1-2 ml de muestra y 5-10 pl
de la solucién con microesferas (estindar de referencia). Terminada la calibracién del citémetro
y la preparacion de las muestras, se hizo la adquisicion (inyeccion de particulas) del material
bioldégico. Se contaron aproximadamente 100 000 eventos, donde existié mayor abundancia de
particulas (zona costera), o 50 000 eventos, donde hubo bajas densidades de particulas (zona
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ocednica). Las poblaciones picoeucariontes fueron reconocidas por presentar una alta
fluorescencia roja (debida a la clorofila @) y una muy baja fluorescencia naranja. La poblacion
de Synechococcus fue distinguida por presentar una combinacion entre la fluorescencia roja y la
fluorescencia naranja (debido a la clorofila a y ficoeritrina). Respecto a la poblacion de
Prochlorococcus, la cual se identifica por tener una muy baja fluorescencia roja y una
despreciable fluorescencia naranja, la cantidad de ruido electronico del citémetro impidi6é que
se distinguiera esta poblacion.

Preparacion y cuantificacion de muestras por microscopia de epifluorescencia

Las muestras fijadas con paraformaldehido (1% concentracién final) y conservadas a -15° C, se
descongelaron sumergiéndolas en un recipiente con agua, a no mas de 37° C. Con una jeringa
de 60 ml, se tom6 una alicuota de 15-25 ml por muestra, y ésta se filtr6 a través de un filtro
negro de nitrocelulosa (0.22 pm de poro y 2.5 cm de didmetro). Se utilizé un sistema de
filtracion swing (Millipore, 2.5 cm de didmetro). El filtro con el material plancténico se colocé
entre un portaobjetos y un cubreobjetos, adherido por dos pequefias gotas de aceite de
inmersion (Zeiss) sobre las superficies de los cristales. Las cuantificaciones celulares se
hicieron con un microscopio Olympus BX-40, el cual se equip6 con un filtro de excitacion de
470 nm (luz azul), un filtro dicroico de 495 nm y un filtro de emisién de 515 nm, todos de la
marca Chroma. Por cada muestra, se contaron mds de 300 células sobre diferentes superficies
del filtro (método zick-zack). Para conocer la concentracion celular del PFP por ml se aplicé la
siguiente férmula.

n ( promedio) y S
volumen filtrado(ml) P

N =

donde:

N = Niimero (concentracion) de células del PFP en un mililitro de muestra
n = Numero total de células contadas.

S = Area del filtro (cm?)

P = Area contada del filtro (sz)

Indice de pigmentos

Se utiliz6 el indice de pigmentos (F),) aplicado por Platt et al. (2005) para estimar, de manera
general, el aporte del microplancton (clorofila a) al total de la biomasa fitoplancténica. Este
indice sefiala la tendencia del microplancton a ser dominante sobre el nanoplancton y el
picofitoplancton, con base en la concentracion de los pigmentos accesorios. El indice de
pigmentos es la suma de los pigmentos que se asocian con células grandes (diatomeas y
dinoflagelados), dividida entre la suma de todos los pigmentos accesorios de los diferentes
tamafios del fitoplancton (pico-, nano- y micro-fitoplancton):

_ Df + Dp
Df + Dp + Dh + Db + Da + Dc+ Dz

Fu

15



Determinacién de pigmentos accesorios y de la densidad celular del picofitoplancton en el sur del Golfo de México
Aldo Aquino Cruz
2005

donde:

F,= indice de pigmentos

D= concentracién de fucoxantina (Bacillariophyta)

Dp= concentracién de peridinina (Dinophyta)

D= concentracion de 19”-hexanoyloxyfucoxantina (Prymnesiophyta)

D= concentracion de 19”-butanoyloxyfucoxantina (Chrysophyta)

D = concentracion de alloxantina (Cryptophyta)

D= concentracién de clorofila b (Cyanophyta, Prochlorophyta, Prasinophyta)
D.= concentracion de zeaxantina (Cyanophyta y Prochlorophyta)

Para este estudio, el indice de pigmentos se adecud de acuerdo a los pigmentos analizados
(fucoxantina, prasinoxantina, violaxantina, zeaxantina y divinyl-clorofila a). La fucoxantina, se
asoci60 a células grandes; y el resto de los pigmentos, a células del nanoplancton y
picofitoplancton.

_ Dfuc
H Dfuc + Dpra + Dvio + Dzea + Ddiv

De acuerdo con Platt et al. (2005), cuando las concentraciones de clorofila @ son menor a 5 mg
m’, F .. presenta valores muy variables (entre O y 1) y la tendencia seria que el fitoplancton estd
compuesto por diversos tamafios. Sin embargo, si la concentracién de clorofila a es mayor a 5
mgm’, F . tiende a ser grande (mayor a 1) y la dominancia es por células grandes (diatomeas).

Determinacion de los grupos picoplanctonicos por TEM

La determinacién de los organismos picoplanctonicos se logré con la Microscopia Electrénica
de Transmision (TEM). A partir de muestras costeras y ocednicas, donde se observo la mds alta
concentracion de células del PFP, se centrifugo un volumen de 300 ml (a 10,500.0 x g) hasta
aglutinar una masa considerable del material plancténico. La masa plancténica se fij6 con
glutaraldehido al 3 % durante 24 h. Posteriormente, el material bioldgico se postfijo en vapores
de tetradxido de osmio al 2%. Terminado este procedimiento, se deshidraté la muestra en etanol
con porcentajes del 10 al 100%. El material obtenido fue incluido en resina epdxica y su
polimerizacién fue en una estufa a 60° C durante 48 h. Los cortes de las muestras se hicieron en
un ultramicrotomo Reichert-Jung a 100 nm, y éstos fueron contrastados con acetato de amonio
y citrato de plomo en rejillas de observacién. Las observaciones de las preparaciones se
hicieron con un microscopio de transmision electrénica Jeol 1200 CXII.

V.3 ETAPA DE GABINETE

Los resultados fueron presentados en tablas, grificas y textos descriptivos de los mismos. A
través del andlisis de varianza multiple (MANOVA), se determinaron las diferencias
significativas con respecto a los pigmentos (fucoxantina, zeaxantina, prasinoxantina y divinyl-
clorofila a) y la densidad del PFP para las dos regiones costeras y la region ocednica.
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VI. RESULTADOS

Se determiné la concentraciéon de cinco pigmentos marcadores del plancton autétrofo (en 10
estaciones de muestreo) durante la temporada de nortes (febrero, 2004) y la densidad del PFP
total (en 11 estaciones de muestreo) durante la temporada de secas (junio-julio, 2004). Los
resultados corresponden a dos regiones costeras y una ocednica del sur del Golfo de México.

De los cinco pigmentos analizados por el HPLC, la violaxantina nunca dio una sefial que
pudiera ser cuantificada por el sistema.

Los resultados obtenidos por citometria de flujo sobreestimaron las concentraciones normales
de las poblaciones del PFP. Ademds, la cantidad de ruido electronico impidié distinguir a la
poblacién mas pequefia del PFP (Prochlorococcus). Por tales motivos, los resultados por este
método no se incluyeron en este estudio. No obstante, se destaca que la citometria de flujo
permitié distinguir una poblacion procarionte (Synechococcus) y dos poblaciones eucariontes
(no determinadas) del picofitoplancton.

VI.1 Temporada de nortes en el sur del Golfo de México (PROMEBIO VIII)
VLI.1 Caracteristicas oceanograficas y perfiles de clorofila a

El Cafién de Campeche (estaciones 4-19) se caracterizo por presentar una termoclina entre 65 y
106 m de profundidad (Fig. 3). La salinidad en la capa de mezcla oscil6 entre 36.0 y 36.4 (Fig.
3).

Sobre la plataforma continental del sur del Golfo de México (estaciones 57-85), la termoclina
se caracteriz0 por ser muy débil (Fig. 4). Las estaciones costeras no se caracterizaron por tener
un fuerte aporte de aguas continentales, ya que la salinidad de esta region no descendié por
debajo de 34.1. La zona costera se caracteriz0 por presentar los maximos de clorofila a entre 6
y 20 m de profundidad (estaciones 57, 58, 68 y 69), con concentraciones que van desde 0.27 mg
m” a0.85 mg m>.

Las concentraciones de los pigmentos fucoxantina, zeaxantina y divinyl-clorofila a difirieron
significativamente (Fmyestreo 4.3) > Fuablas (1.3); 0= 0.05) entre el ambiente costero y el ambiente
ocednico (Tabla 1). El pigmento prasinoxantina no mostré diferencias importantes entre la
region ocednica y la region costera.

Tabla 1. Resultados del andlisis multivariado (MANOV A) entre los pigmentos y las estaciones
de muestreo

Estadistico - Grados de Grados de
de prueba Valor Estadistico F libertad libertad Valor p
Estaciones Wilks 0.023456 4.3 54 213 0.000000
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VIL.I.2 Concentracion vertical de los pigmentos marcadores
Fucoxantina

De todos los pigmentos analizados, la fucoxantina (diatomeas) presentd las mayores
concentraciones en la zona costera; de hecho, se observé que a menor profundidad, mayor la
concentracion de fucoxantina (Fig. 4). En las 6 estaciones localizadas en la zona costera, entre
la estacion mds alejada (estacion 58, 110 m) y la mds cercana (estacion 69, 30 m) a la linea de
costa, la diferencia en la concentracién de fucoxantina es grande (mayor a 20 veces). Esto
indica que la abundancia de las diatomeas fue mds importante sobre la plataforma continental
que en las aguas oligotréficas del Cafion de Campeche.

La zona costera se caracterizO por presentar los maximos de fucoxantina (27.3-165.1 ng 1
entre 10 y 40 m de profundidad (estaciones 57 y 59-85), excepto en la estacion mds profunda
(estacion 58; prof. ~ 110 m) de esta zona, la cual presenté su méximo (10.2 ng 1_1) a 80 m de
profundidad (Fig. 4). Todos estos médximos se presentaron por arriba del 1% de PAR, y la
termoclina. En la plataforma continental, a profundidades menores a los 100 m, la fucoxantina
fluctué entre 1.2 'y 165.1 ng 1" (Fig. 4).

Es importante sefialar que en la estacion mds somera de la zona costera (estaciéon 69, 30 m), se
presenté la mayor concentracién de fucoxantina (165.1 ng 1) al 75 % de PAR,, mientras que
en esta misma region, pero en la estacion mas profunda (estacion 58, ~ 110 m), el maximo de
fucoxantina (10.2 ng ') se encontré al 16% de PAR, (Tabla 2). Por otra parte, se observé que
en la estacion 57 y la estacion 68, los médximos de fucoxantina tuvieron casi la misma
concentracién (~ 27.0 ng 1), sélo que en la estacién 57 se encontré al 34% de PARy y en la
estacion 68 al 75% de PAR, (Fig. 4 y Tabla 2). En la estacién 59 y en la estacién 85 no se
determind la clorofila a y el % PARy, no obstante, los perfiles de fucoxantina (Fig. 4) ilustran
una mayor concentracion del pigmento hacia las zonas superficiales (< 40 m).

El Caiién de Campeche presenté los maximos de fucoxantina (4.7-11.1 ng 1) entre 60 y 80 m
de profundidad, con excepcién de la estacion 19, en la cual s6lo se detectd la concentracion de
13 ng 1" a 40 m de profundidad (Fig. 3). En esta zona se presentaron las menores
concentraciones de fucoxantina comparado con lo obtenido en la zona costera (Tabla 2).

Para las estaciones localizadas en el Cafion de Campeche, se observo que la concentracion de
fucoxantina no indicé diferencias estadisticamente significativas (a= 0.05), en tanto que en la
region de la plataforma continental, varias de las estaciones costeras presentaron diferencias
significativas entre si y hacia las estaciones localizadas en la zona ocednica.

La fucoxantina, al seguir un patrén de distribucién andlogo a los pigmentos prasinoxantina,
zeaxantina o divinyl-clorofila a, se correlaciond positivamente con estos pigmentos en 3
estaciones costeras y 3 estaciones ocednicas (Tabla 3; Fig. 3 y 4); sin embargo, la fucoxantina
no presentd una relacién importante con la clorofila a, excepto en la estacién costera 68 (r’=
0.97). Por lo tanto, es probable que el mayor aporte de clorofila a no estuvo asociado con las
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diatomeas (fucoxantina); sino tal vez, con otros grupos, dentro de los cuales podrian tener cierta
contribucién algunos grupos del picofitoplancton y el nanoplancton.

Prasinoxantina

En el Cafién de Campeche, los maximos de prasinoxantina se localizaron entre 50 y 80 m de
profundidad, y éstos estuvieron por arriba o ligeramente asociados a la débil termoclina
formada (Fig. 3). En esta region, los maximos de prasinoxantina tuvieron una mayor variacion
en su concentracion que los observados en la zona costera (Tabla 2). En la estacion 12 (Cafién
de Campeche), se encontré la mayor concentracién de prasinoxantina (35.4 ng 1", 60 m) de
todas las estaciones muestreadas (Tabla 2). Para esta regién ocednica, la prasinoxantina
comenzo a ser indetectable después de los 120 m de profundidad (Fig. 3).

En la region de la plataforma continental, los mdximos de prasinoxantina se definieron entre 5 y
50 m de profundidad, con un rango de concentracién que varié de 11.1 a 17.9 ng 1" (Tabla 2;
Fig. 4). Estos maximos se definieron por arriba del 1 % de PAR y la termoclina. Sin embargo,
en la estacion 57 (con influencia del sistema Grijalva-Usumacinta), se encontré que el maximo
de prasinoxantina estuvo ligeramente por debajo del limite de la capa euf6tica (Fig. 4; Tabla 2).
En las estaciones 58, 68 y 69, los médximos de prasinoxantina se asociaron a zonas bien
iluminadas (> 67 % del PARy) de la zona costera (Fig. 4 y Tabla 2). Tanto en la zona costera
como en la ocednica se observo que a partir del maximo de prasinoxantina, la concentracion de
dicho pigmento disminuy¢6 rdpidamente hacia el limite de la capa eufética.

La prasinoxantina se correlacioné en mayor nimero de ocasiones con la divinyl-clorofila a que
con algin otro pigmento (Tabla 3). Esta relacion entre la prasinoxantina y la divinyl-clorofila a
puede apreciarse incluso en los perfiles de las Figuras 3 y 4, ya que la distribucién vertical de
dichos pigmentos sigue un patrén similar en la columna de agua.

Los resultados del andlisis MANOVA para el pigmento prasinoxantina estadisticamente no
mostraron diferencias significativas entre la zona ocednica y la zona costera. Sin embargo, en la
estacion 12 (Caiiéon de Campeche) el midximo de prasinoxantina fue mds del doble que lo
observado en las estaciones de la region costera.

Zeaxantina

De todos los pigmentos analizados, la zeaxantina fue el pigmento que mds se concentrd en las
capas subsuperficiales de la columna de agua (< 60 m). En el cafién de Campeche sus maximos
se presentaron entre 10 y 60 m de profundidad, y su intervalo fluctué entre 23.1 y 36.7 ng 1.
Los maximos de zeaxantina (Caiiéon de Campeche) se localizaron muy por arriba de la
termoclina y de los maximos de fucoxantina, prasinoxantina y divinyl-clorofila a (Fig. 3). En
general, la concentracion de los maximos de zeaxantina varié menos en la regién del Caién que
sobre la plataforma continental (Tabla 2).
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Fig. 3 Distribucién vertical de Fucoxantina (), Prasinoxantina (), Zeaxantina (=), Divinyl-clorofila a
(), Temperatura (=) y Salinidad (=—); en las estaciones ocednicas 4-19. * es la profundidad total (m).
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Fig. 4 Distribucion vertical de Fucoxantina (e), Prasinoxantina ( V), Zeaxantina (=), Divinyl-clorofila a
(), Temperatura (==), Salinidad (==) y Clorofila a (==) y In PAR (—); en las estaciones costeras 57-85.

* es la profundidad total (m).
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En el Cafién de Campeche, después de los 100 m de profundidad, la zeaxantina no presento
concentraciones que pudieran ser cuantificables (Fig. 3). Ademas, en este lugar la zeaxantina se
distingui6 por tener el mayor numero de correlaciones significativas con la temperatura (Tabla
3; estaciones 4, r’= 0.62; 12,1°=0.51; 19, r’= 0.65)

Las estaciones localizadas sobre la plataforma continental presentaron los maximos de
zeaxantina entre 5 y 20 m de profundidad, con irradianzas entre 54 y 89% de PAR, y
concentraciones que variaron de 11.7 a 42.7 ng 1! (Tabla 6; Fig. 4). En esta region, la estacion
més somera (estacién 69) tuvo la mayor concentracién (42.7 ng L) de este pigmento (Fig. 4).

En las estaciones 68 y 69 (zona costera), se observd que el maximo de zeaxantina coincidié con
el maximo de clorofila a (Fig. 4 y Tabla 2), en tanto que en la estaciéon 57 de la misma region,
se encontré la dnica correlacién significativa entre la zeaxantina y la clorofila a (r’= 0.78).
Ademads, sélo en la estaciones 57 y 69, la zeaxantina obtuvo la mds alta correlacién con la
temperatura (57, = 0.95; 69, r2=0.90).

Los resultados del MANOV A para el pigmento zeaxantina mostraron que, sélo entre la estacion
13 (Can6én de Campeche) y la estacion 69 (zona costera), existieron diferencias
estadisticamente significativas entre el ambiente marino y el ambiente costero.

Divinyl-clorofila a

El Cafién de Campeche se caracterizé por presentar los maximos de divinyl-clorofila a entre 40
y 80 m de profundidad (Fig. 3). En esta zona, las mdximas concentraciones de divinyl-clorofila
a fluctuaron entre 8.7 y 38.9 ng 1", y éstas se presentaron por arriba o asociadas a la termoclina
(Tabla 2 y Fig. 3). La divinyl-clorofila a fue el dnico pigmento que a la profundidad 180 m
manifesté concentraciones (0.6-0.9 ng 1) cuantificables por el sistema HPLC. De hecho, la
divinyl-clorofila a fue el unico pigmento que alcanzé la distribucion mdas profunda en la
columna de agua. Al igual que ocurri6 con los otros pigmentos, la divinyl-clorofila a disminuyé
su concentracion gradualmente hacia las zonas con menor iluminacién, después de presentarse
los maximos subsuperficiales en la columna de agua (Fig. 3).

En el Cafi6on de Campeche, la divinyl-clorofila a y la zeaxantina (Prochlorococcus) se
distinguieron por tener mayores concentraciones que los pigmentos fucoxantina 'y
prasinoxantina. En esta region, la divinyl-clorofila a se correlaciond significativamente con la
temperatura (estaciones 4, r’= 0.56; 12, r’= 0.53; 13, = 0.48) y los pigmentos prasinoxantina y
fucoxantina (estaciones 4-13).

La zona costera presentd los maximos de divinyl-clorofila a arriba de la termoclina, entre 10 y
40 m de profundidad; cuyas concentraciones variaron de 6.9 a 40.9 ng I"". En la estacién 69, con
influencia del sistema Grijalva-Usumacinta, se encontré la mayor concentracion de divinyl-
clorofila a (44.9 ng 1) a 10 m (Fig. 4 y Tabla 2). Dichos méximos se presentaron con
irradianzas del 34 al 67 % de PAR, (estaciones 57, 58, 68 y 69).
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En la zona costera, la divinyl-clorofila a no mostré ninguna correlacién con la temperatura ni
con la clorofila a. No obstante, en la estaciones 59 y 69, la divinyl-clorofila a se correlacion6
significativamente con el pigmento fucoxantina y en la estaciéon 58, con la prasinoxantina
(Tabla 3).

Indice de pigmentos

Durante la temporada de nortes, en el sur del Golfo de México, el indice de pigmentos (F})
indicé que la composicion del fitoplancton estuvo integrada por una gran diversidad de tamafios
del plancton. Para el Cainén de Campeche, se determinaron los valores mds bajos del indice de
pigmentos (< 0.40), en tanto que en la zona costera, los valores del indice de pigmentos se
incrementaron, pero estos no fueron mayores a 0.65 (Tabla 4). Con base en estos resultados, se
estim6 que el nanofitoplancton y el picofitoplancton pudieron haber sido mds importantes que
el microfitoplancton durante la temporada de nortes.
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Tabla 2. Profundidades de la termoclina, del 1% de PARy, de los médximos de los pigmentos y de la concentracion y del % de
PARy en los mdximos de cada pigmento para las estaciones ocednica (4-19) y las estaciones costeras (57-85).

Prof. Prof. Fucoxantina Prasinoxantina Zeaxantina Divinyl-clorofila a Clorofila a

B T g Gme BN ome BEOTE ome SEOW ome SN ome re

m  par, e T e Ve G md M G gl M G e N ) v
4 106 sin datos 80 7.4 - 50 18.0 - 10 23.1 - 80 29.5 - - - -
12 83 sin datos 60 4.7 - 60 354 - 20 36.7 - 50 28.6 - - - -
13 79 sin datos 80 11.1 - 60 11.0 - 60 36.7 - 80 8.7 - - - -
19 65 sin datos 40 1.3 - 80 14.7 - 40 25.1 - 40 38.9 - - - -
57 mezcla 48 30 27.5 34 50 11.1 <1 20 11.7 54 30 14.2 34 8 0.84 83
58 63 93 80 10.2 16 30 13.3 67 10 13.8 89 30 30.8 67 20 0.61 80
59 31 sin datos 20 48.5 - 10 15.5 - 10 14.3 - 10 12.1 - - - -
68 mezcla mjxéol;% 10 27.3 75 10 11.4 75 10 14.7 75 40 12.2 37 10 0.27 75
69 18 mj);o r9n% 10 165.1 53 5 15.2 75 5 427 75 10 449 53 6 0.85 74
85 40 sin datos 40 30.0 - 40 17.9 - 10 15.3 - 40 6.9 - - - -
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Tabla 3. Correlaciones significativas entre los pigmentos y algunas variables fisicas
(temperatura, salinidad y profundidad) en la columna de agua.

Estacion Variables r r n
Zea-Temp 0.7886 0.62
Zea-Sal -0.9298 0.86
4 Zea-Prof -0.8939 0.79 9
Div.a-Temp 0.7508 0.56
Div.a-Fuco 0.7004 0.49
Div.a-Prasi 0.7033 0.49
Prasi-Fuco 0.8637 0.74
S Zea-Temp 0.7147 0.51
> Zea-Prof -0.7000 0.49
ﬁ 12 Zpa-Fuco 0.7091 0.50 10
8 Div.a-Temp 0.7322 0.53
< Div.a-Fuco 0.8126 0.66
CZ) Div.a-Prasi 0.8570 0.73
N Div.a-Zea 0.6735 0.45
Zea-Prasi 0.7447 0.55
13 Div.a-Fuco 0.7083 0.50 9
Div.a-Prasi 0.7886 0.62
Zea-Temp 0.8077 0.65
19 Zea-Prof -0.8287 0.68 10
Div.a-Temp 0.6939 0.48
Div.a-Zea 0.6803 0.46
Fuco-Temp 0.9400 0.88
Fuco-Sal -0.9420 0.88
Zea-Temp 0.9779 0.95
57 Zea-Sal -0.9842 0.96 5
Zea-Prof -0.9439 0.89
Zea-Fuco 0.8848 0.78
Zea-Clor. A 0.8859 0.78
Prasi-Clor.a 0.7592 0.57
58 Zea-Prof -0.8797 0.77 7
< Div.a-Prasi 0.9852 0.97
& Prasi-Fuco 0.9454 0.89
B Zea-Sal -0.9800 0.96
S 59 Zea-Fuco 0.9045 0.81 5
< Div.a-Fuco 0.9190 0.84
3 Div.a-Prasi 0.9899 0.98
N Div.a-Zea 0.9116 0.83
Fuco-Sal -0.9673 0.93
68 Fuco-Clor. a 0.9896 0.97 4
Zea-Prof. -0.9594 0.92
Zea-Prasi 0.9946 0.98
Zea-Temp 0.9525 0.90
69 Zea-Sal -0.9700 0.94 4
Zea-Prof -0.9878 0.97
Div.a-Fuco 0.9903 0.98
85 Fuco-Prasi 0.9717 0.94 5
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y costera.
ana} Profundidad I.n dice de Zona Profundidad I.n dice de
Oceanica pigmentos Costera pigmentos

Estacién 4 10 0 Estacién 57 10 0.43
Estacién 4 20 0 Estacién 57 20 0.46
Estacién 4 40 0 Estacién 57 30 0.44
Estacion 4 50 0.05 Estacién 57 40 0.47
Estacién 4 80 0.15 Estacién 57 50 0.39
Estacién 4 100 0.14
Estacion 4 120 0 Estacion 58 10 0.14
Estacion 4 150 0 Estacion 58 20 0.08
Estacién 4 180 0 Estacién 58 30 0.13

Estacion 58 40 0.08
Estacion 12 10 0 Estacién 58 60 0.12
Estacion 12 20 0.06 Estacion 58 80 0.46
Estacion 12 40 0.02 Estacion 58 100 0.05
Estacion 12 50 0.04
Estacion 12 60 0.06 Estacién 59 10 0.53
Estacion 12 80 0 Estacién 59 20 0.54
Estacion 12 100 0 Estacién 59 30 0.43
Estacion 12 120 0 Estacién 59 40 0.46
Estacion 12 150 0 Estacién 59 48 0.57
Estacién 12 180 0

Estacién 68 10 0.44
Estacién 13 10 0 Estacion 68 20 0.37
Estacién 13 20 0 Estacion 68 40 0.27
Estacién 13 40 0 Estacién 68 60 0.46
Estacién 13 60 0.04
Estacion 13 80 0.39 Estacién 69 5 0.56
Estacion 13 100 0.30 Estacion 69 10 0.64
Estacién 13 120 0 Estacién 69 20 0.61
Estacién 13 150 0 Estacién 69 30 0.55
Estacién 13 180 0

Estacién 85 10 0.31
Estacién 19 10 0 Estacién 85 20 0.24
Estacién 19 20 0 Estacién 85 40 0.46
Estacién 19 40 0.01 Estacién 85 60 0.54
Estacién 19 50 0 Estacién 85 80 0.47
Estacién 19 60 0
Estacién 19 80 0
Estacién 19 100 0
Estacién 19 120 0
Estacién 19 150 0
Estacién 19 180 0
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V1.2 Temporada de secas en el sur Golfo de México (junio-julio, 2004)
VI1.2.1 Caracteristicas oceanograficas y perfiles de clorofila a

La region influenciada por el rio Coatzacoalcos (estaciones 11-19) present6 una capa de mezcla
de aproximadamente 15 m de profundidad (Fig. 5). La temperatura de la capa de mezcla se
mantuvo en aproximadamente 27° C en las estaciones 11 y 17; en la estacion 19, varié entre
22.8 y 25.8° C. En esta region no se observo un descenso de la salinidad a causa de la descarga
de aguas continentales hacia la zona costera. De hecho, la salinidad nunca descendi6 por debajo
de 36.0 (Fig. 5). La capa euf6tica (1% de PARy), en la estacién 11, tuvo una profundidad de 57
m; en la estacién 17, de 31 m; y en la estacion 19, penetré aproximadamente el 46% de PAR,
cerca del fondo de la columna de agua (~30 m). Los maximos de clorofila a se presentaron a 33
m (estacion 11), 26 m (estacion 17) y 19 m (estacioén 19) de profundidad (Fig. 5).

La zona asociada al sistema Grijalva-Usumacinta present6 localidades con la columna de agua
bien mezclada (estaciones 74 y 76) y éreas donde la capa de mezcla vari6 entre 11.4 y 33.5 m
de profundidad (estaciones 58, 75 y 77). Esta regién no se caracterizd por tener salinidades
menores a 36 en toda la columna de agua. El limite de la capa eufética s6lo se determiné en la
estacion 58 a 109 m de profundidad; en las otras estaciones, el PAR( abarcé toda la columna de
agua. Los maximos de clorofila a se definieron entre 5 y 66 m de profundidad, de acuerdo con
las profundidades de las estaciones de la region (Fig. 5).

La capa de mezcla en el Cafién de Campeche (estaciones 102-113) se establecio entre 30 y 42.5
m de profundidad, con una temperatura de aproximadamente 28.5° C. La capa eufética vari
entre 81.5 y 118.5 m de profundidad. La estacién 102 se caracteriz6 por presentar dos maximos
clorofila @ con 0.35 mg m™: el primero a 21 m de profundidad, y el segundo a 78 m de
profundidad. En las estacion 108 y 113, los mdximos de clorofila a se ubicaron a 60 m de
profundidad, con 0.49 y 0.45 mg m™ respectivamente. Por arriba de los 200 m de profundidad,
la salinidad se mantuvo entre 35.5 y 36.6 (Fig. 6).

VI1.2.2 Densidad del picofitoplancton (PFP) en la columna de agua
V1.2.2.1 Cuantificaciones por microcopia de epifluorescencia

El andlisis de varianza multiple (MANOVA) mostr6 que existen diferencias significativas en la
densidad del PFP entre la zona costera y el Cafién de Campeche (Fryestreo (6.9) > Frablas (1.5); @ =
0.05, Tabla 5). Cabe destacar que la zona costera, debido a la fuerte variacion en la densidad del
PFP, mostr6 diferencias significativas entre sus estaciones.

Tabla 5. Resultado del andlisis de varianza multiple entre la densidad del picofitoplancton (p=
0.05).

Estadistico Valor Estadistico Grados de Grados de
de prueba F libertad libertad

Estacion Wilks 0.004750 6.9 40 89.06867  0.000000

Valor p

27



Determinacién de pigmentos accesorios y de la densidad celular del picofitoplancton en el sur del Golfo de México
Aldo Aquino Cruz
2005

Las mayores concentraciones del PFP se presentaron en la region asociada al sistema Grijalva-
Usumacinta (1.67 x 10° céls ml'l); en segundo lugar, en la region con influencia del rio
Coatzacoalcos (1.19 x 10° céls ml™); y en ultimo lugar, en las aguas del Candén Campeche (1.53
x 10* céls ml™”, Figs. 5y 6; Tabla 6).

Enfrente de la descarga del rio Coatzacoalcos (estaciones 11-19), la concentraciéon del PFP
varié verticalmente de 5.82 x 10* a 1.19 x 10° céls ml'. En esta zona, las maximas
concentraciones del PFP se definieron entre 5 y 32 m de profundidad. Estos médximos se
caracterizaron por presentarse entre el 49 y el 77% de PARy, con concentraciones que variaron
de 8.12 x 10* a1.19 x 10° céls mI™". A excepcion de la estacion 11, los maximos del PFP (zona
Coatzacoalcos) se establecieron por arriba de la termoclina (estaciones 17 y 19). La estacién 11
(68 m de profundidad) se distinguié por presentar cierta coincidencia entre el maximo de
clorofila a (0.44 mg m>, con 48% PAR() y el mdximo del PFP (1 m de diferencia entre ambos
mAaximos).

Las estaciones vinculadas al sistema Grijalva-Usumacinta (< 25 m de profundidad) presentaron
la mayor abundancia del PFP (Fig. 5). En la columna de agua de esta regién (> 100 m), la
densidad del PFP fluctué de 9.61 x 10* a 1.67 x 10°cel ml'l, y sus maximas concentraciones
celulares (entre 2.78 x 10* y 1.67 x 10° cel mI™) se presentaron a nivel subsuperficial, entre 5 y
21 m de profundidad. Estas altas concentraciones se registraron en la capa eufética entre el 24
y el 78% de PAR, (Tabla 6). Asimismo, se observo que los mdximos del PFP se ubicaron por
arriba de la termoclina (estaciones 58, 75 y 77), excepto en lugares donde la columna de agua
estaba bien mezclada (estaciones 74 y 76).

Cabe sefalar que sdlo en la estacion 74 (regiéon Grijalva-Usumacinta), se observd que el
maximo de clorofila a (0.60 mg m>; 73% de PAR) se asocié al maximo del PFP (21 m, 75% de
PARy). En general, la tendencia fue encontrar las mayores concentraciones por arriba de la
termoclina; sin embargo, en las estaciones con la columna de agua bien mezclada (estaciones
74 y 76), las mayores concentraciones del PFP se encontraron cerca del fondo de la columna de
agua (Fig. 5). En la estacién mds somera (estaciéon 76, ~ 10 m de profundidad), se detectd la

mayor concentracion del PFP (1.67 x 10° cel ml'l) asociada a la menor intensidad luminica
(24.5% de PARy).

En el Cafién de Campeche, la densidad del PEP oscil6 entre 275 cel ml™ y 1.53 x 10* cel ml™.
A pesar de las condiciones homogéneas que caracterizan a las aguas del Cafion de Campeche,
se observé que la abundancia del PFP varié entre estaciones y en la columna de agua (Fig. 6 y
Tabla 6). Las estaciones 108 y 113 presentaron los maximos del PFP a 60 m de profundidad y
sus maximas concentraciones tuvieron 1.25 x 10* cel ml™ y 1.32 x 10" cel ml™' respectivamente.
Estos mdximos, no obstante que se presentaron a la misma profundidad (60 m), no se
caracterizaron por presentarse al mismo porcentaje de PAR: estacion 108 (68%) y estacion 113
(31%). Sin embargo, en ambas estaciones (108 y 113) se observd que sus maximos estuvieron
por debajo de la termoclina, la cual se situd en las dos localidades aproximadamente a 40 m de
profundidad. En el Cafién de Campeche, en la estacion 102, se determiné la mayor abundancia
del PEP (1.53x 10* cel ml™") a 10 m de profundidad, misma que se ubicé por arriba de la
termoclina (Fig. 6).
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Fig. 5 Perfiles de clorofila a (=), densidad del picofitoplancton (4), temperatura (=), salinidad (=) y

PAR (=) de la zona costera.
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Fig. 6 Perfiles de clorofila a (=), densidad del picofitoplancton (¢), temperatura (=), salinidad (=) y
PAR (=) en Caiién de Campeche.

De todas las estaciones estudiadas, la estacion 102 se distinguié por presentar la mayor
abundancia del PFP al mayor porcentaje de PAR( (91%). Es importante sefalar que s6lo en esta
estacion, el perfil de clorofila a present6 una distribucién bimodal: el primer maximo a 21 m
de profundidad (0.35 mg m™; 68% de PARy) y el segundo a 78 m de profundidad (0.35 mg m™;
22% de PAR).

En el Cafion de Campeche no se observé una coincidencia entre los maximos del PFP con los
maximos de clorofila a (Fig. 6 y Tabla 6). De hecho, en los sitios donde se presentaron los
maximos de clorofila a, se observé que la abundancia del picofitoplancton disminuia. Por
debajo del 1% de PAR( (capa eufética) se observé una disminucion del PFP, excepto en la
estacion 102, donde se observé un ligero aumento que después decreci6 a partir de los 150 m de
profundidad.

V1.2.2.2 Cuantificaciones por citometria de flujo
Los resultados por citometria sobreestimaron en mds de 3 Ordenes de magnitud las
concentraciones calculadas por microscopia de epifluorescencia. Los conteos por microscopia

de epifluorescencia no presentan ninguna relacion significativa con respecto a los conteos por
citometria de flujo (r°=0.045, p=0.09, n= 63 ).
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Durante los conteos por citometria interfirié una gran cantidad de ruido electrénico, misma que
impidi6 distinguir y cuantificar a la poblacion mas pequefia del PFP (Fig. 7). Debe de
destacarse, sin embargo, que por citometria de flujo se logré distinguir un grupo procarionte
(Synechococcus) y dos eucariontes (no determinados).

Las poblaciones eucariontes del picoplancton, tanto en la zona ocednica como en la costera,
fueron mds relevantes y mejor definidas cerca del maximo de clorofila a (Fig. 7). Ademas,
comparando los citogramas obtenidos para las diferentes profundidades, se observd que la
abundancia de Synechococcus present6 una mayor variabilidad en la zona costera que en la
ocednica.

Tabla 6. Localizacion de la termoclina, del 1% de PAR( y de los maximos del PFP y clorofila a
de la zona costera (estaciones 11-77) y de la zona ocednica (estaciones 102—113). *méx es el
porcentaje de PAR cercano al fondo de la columna de agua.

Estacién Profundidad Prof. .de la Profundidad del Pro)f. Mé\_}li. PFP (conc. Prof. Mé)_(s. Clor. a (conc.
total (m) termoclina (m) 1% de PAR, (m) céls ml™; % PAR) mg m™~; % PAR,)
11 68 14 57 32m (8.12 x 10% 49) 33m (0.44; 48)
17 42 13.5 31 5m (1.19 x 10°% 82) 26 m (0.46; 20)
19 34 14.5 “méx. 46% 12m (8.72 x 10% 77) 19m (1.98; 70)
58 120 335 109 20m (2.78 x 10%; 79) 66 m (0.91; 38)
74 25 mezcla *max. 10% 21m (9.54 x 10*; 75) 21.6m (0.60; 73)
75 14 1.4 *max. 20% 5m (1.16 x 10°% 87) 12.5 (1.20; 54)
76 10 mezcla *méx. 24.5% 9m (1.67 x 10°% 24.5) 55m (2.81; 48)
77 21 16.5 *max. 58% 10m (9.68 x 10*; 78) 17 m (1.49; 63)
102 2371 30 90 10m (1.53 x 10% 91) 72; m ((8'-5’;? 22))
108 2219 40 118.5 80m (1.25 x 10%; 68) 77 m (0.49; 45)
113 2196 42, 815 60m (1.32 x 10% 31) 76 m (0.45; 10)

V1.2.2.3 Microscopia Electronica de Transmisién (TEM)

Los hallazgos de células del PFP a través de microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)
confirmaron la presencia de Synechococcus y Prochlorococcus (Fig. 8); sin embargo, por este
método no se encontraron evidencias de las poblaciones eucariontes. Es probable que las
células eucariontes no hayan resistido los tratamientos previos a la observacion por TEM.

31



Determinacién de pigmentos accesorios y de la densidad celular del picofitoplancton en el sur del Golfo de México
Aldo Aquino Cruz
2005

104
104

Fluorescencia raja (FL3)
102

(=2
@
Bl

=
=}

2
5
8
@
2
s

=

i

1

A

10‘ 102 10° 10 3 10' e 10° 10¢
Fluorescencia naranja (FL2) Fluorescencia naranja (FL2)

- J0° -
100

ja
ja

3 S
© @
o oM
2 ==
o 0
3 3
@ @
o @
5 =
= =
[T w

101
1

104
104

ol

Fluorescencia roja
2

=
e
=
=]
=
@
Iz}
n
2
=1
=
[

10 102 * 10 i 10 102 * 10
Fluorescencia naranja Fluorescencia naranja

Fig 7. Poblaciones del PFP en el intervalo del mdximo de clorofila a correspondientes a la
region Coatzacoalcos: A) Estacién 17 (40 m), y B) Estacion 19 (26 m); Grijalva-Usumacinta:
(C) Estacién 75 (12 m), y D) Estacion 77 (18 m); y Cafion de Campeche: (E) Estacion 108
(87 m), y (F) Estacion 113 (75 m). Synechococcus (Syn) y Eucariontes no determinados (Euc).
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(@)

Fig. 8 Picofitoplancton procarionte: (a) Prochlorococcus (0.64 x 0.63 um), (b) Synechococcus
(0.72 x 041 pm), (c) Célula de Synechococcus en divisiéon y (d) Synechococcus (1.12 x
0.73 pm).
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VIL DISCUSION

La caracterizacion del PFP autétrofo, tras emplear el andlisis de pigmentos (HPLC) y los
conteos celulares (epifluorescencia y citometria de flujo), ha mostrado un panorama general de
la distribucion vertical que podrian presentar ciertas poblaciones del PFP en el sur del Golfo de
México. De acuerdo con los resultados obtenidos, se coincide con Jiao et al. (2005) y Sherr et
al. (2005) en que la distribucion del PFP puede mostrar amplias variaciones en la zona ocednica
y la zona costera. En relacion con estos ambientes, Allen et al. (2002) y Veldhuis et al. (2005)
han sefalado que la mayoria de las variaciones espaciales del PFP se relacionan con eventos
locales como las corrientes, la mezcla, la conveccion de la columna de agua, las surgencias, la
irradiacion, la estratificacion térmica de la columna de agua, el aporte de nutrientes y la
depredacion. Aunado a esto, Roy et al. (1996) han agregado que ciertos factores fisioldgicos
(senescencia de las células, efectos virales, fotoaclimatacién) también podrian influir en las
variaciones espaciales del PFP.

Desafortunadamente el PFP recolectado tuvo que estudiarse con métodos de investigacion
diferentes: andlisis de pigmentos (temporada de nortes: febrero del 2004) y conteos celulares
por epifluorescencia y citometria de flujo (temporada de secas: junio-julio del 2004). Ambos
métodos, tienen alcances y resultados distintos; sin embargo, se coincide con Havskum et al.
(2004) en el sentido de que es necesario emplear distintos métodos para comprender diversos
aspectos del PFP en los ecosistemas acudticos.

En este estudio, se concuerda con Mackey et al. (1996) en que el uso de pigmentos marcadores,
bajo ciertas condiciones, puede ser un método util para determinar la distribucién vertical de
algunas poblaciones del PFP. Esto se sefala ya que hasta ahora varios de los marcadores usados
son multiespecificos (fucoxantina, prasinoxantina, zeaxantina), es decir, pueden contenerse en
mds de dos grupos del picofitoplancton (Mackey et al., 1996; Jeffrey y Vesk, 1997). Por ello, al
usar este tipo de marcadores, las conclusiones deben de enunciarse muy cuidadosamente, ya
que es posible cometer errores, principalmente porque algunas poblaciones del picofitoplancton
pueden ser subestimadas (Wright et al., 1996).

VII.1 Concentracion de los pigmentos marcadores (temporada de nortes, febrero del 2004)

Gieskes y Kraay (1983), Mackey er al. (1996) y Jeffrey y Vesk (1997) indican que la
fucoxantina (marcador multiespecifico) es un pigmento que se encuentra en las divisiones
Bacillariophyta (diatomeas), Chrysophyta y Prymnesiophyta (cocolitoféridos). Dentro de estos
tres grupos, unicamente la clase Chrysophyceae alberga algunos representantes del
picofitoplancton. En este estudio, debido a que no se encontraron evidencias de la clase
Chrysophyceae (fucoxantina) durante las observaciones por microscopia electronica (TEM), se
determiné que la fucoxantina cuantificada no derivé de organismos picoplanctonicos, sino mas
bien de organismos mayores a 3 um (diatomeas y cocolitoféridos). Existe la posibilidad de que
estas poblaciones picofitoplancténicas (clase Chrysophyceae) hayan estado en concentraciones
despreciables o simplemente no resistieran la manipulacién (Vaulot et al., 1989).
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La distribucién de la fucoxantina reportada en este estudio coincide con las observaciones de
Barlow et al. (2002), en el sentido de que los organismos que portan este pigmento, se asocian a
la plataforma continental, a la capa de mezcla (o nivel superficial) y principalmente se atribuye
a las diatomeas y las prymnesiofitas (cocolitoforidos). Roy et al. (1996) observaron que incluso
algunos dinoflagelados heterétrofos, a causa de la endosimbiosis con ciertas picocianobacterias,
pueden contener derivados de fucoxantina; estos autores concluyen que esta falta de
especificidad de la fucoxantina es una desventaja al hacer determinaciones taxondmicas o al
calcular las contribuciones al total de clorofila a, con base en los tamafios del fitoplancton y su
relacion proporcional entre la fucoxantina y la clorofila a. Gin et al. (2003) incluyeron en un
estudio dos derivados de la fucoxantina, la 19°-hexanoyloxyfucoxantina (marcador de la clase
Prymnesiophyceae) y la 19”-butanoyloxyfucoxantina (marcador de la clase Chrysophyceae) y
concluyeron que la fucoxantina dnicamente es producto de las diatomeas y no de organismos
picofitoplancténicos. En sus resultados, Gin et al. (2003) determinaron una mayor
concentracién de fucoxantina (0.62 a 5.72 pg 1) en el estrecho de Johor (aguas relativamente
oligotréficas) que el encontrado en este estudio para las aguas costeras (5.5 a 100.16 ng 171).

Los resultados correspondientes a que la fucoxantina disminuye con la profundidad coinciden
con los resultados de Mackey et al. (1998), sélo que ellos observaron, ademads, que el aporte de
fucoxantina a mayor profundidad se asocia con las clases Chrysophyceae y Haptophyceae; y en
la capa de mezcla, el mayor aporte de fucoxantina es producto de las diatomeas (Mackey et al.,
1998)

Los resultados obtenidos en la zona costera, con altas concentraciones de fucoxantina a nivel
superficial, coinciden con los resultados de DiTullio ef al. (2003), quienes sefialan que los
maximos de fucoxantina ocurren en zonas ricas en nutrientes, por arriba del 1% de PARy, o
donde se presentan frentes térmicos. Asimismo, sefialan que la fucoxantina algunas veces sigue
patrones muy homogéneos como los de las clorofilas en aguas ocednicas.

En la zona ocednica del sur del Golfo de México, pricticamente no se encontraron
concentraciones cuantificables de fucoxantina después de los 100 m de profundidad, sin
embargo, DiTullio et al. (2003), en el frente subantértico y en el frente polar, detectaron que la
distribucién vertical de la fucoxantina (producto de las diatomeas) alcanz6 aproximadamente
130 m de profundidad. Ademds, sefialan que los derivados de fucoxantina, la 19°-
hexanoyloxyfucoxantina y la 19°-butanoyloxyfucoxantina, pueden presentarse por debajo de la
capa eufética, por la presencia de las clases Prymnesiophyceae y Chrysophyceae.

Los organismos autétrofos que se distinguen por producir prasinoxantina, se encuentran dentro
la divisién Chlorophyta. En este grupo, las clases Prasinophyceae y Chlorophyceae albergan
pequeiios flagelados (1-40 um de didmetro), que pueden llegar a ser muy abundantes dentro del
fitoplancton ocednico (Jeffrey y Vesk, 1997): por ejemplo,  Micromonas pusilla
(Prasinophyceae), la cual se encuentra dentro del picofitoplancton mds abundante en aguas
costeras del Mar Mediterraneo, el Mar de Noruega y regiones centrales de la corriente de
California (Not et al., 2004). No obstante que la prasinoxantina pudo ser cuantificada en todas
las estaciones durante la temporada de nortes, no se encontraron evidencias de la clase
Prasinophyceae (picofitoplanctonicas) en las muestras revisadas con microscopia electrénica
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(TEM). Existen tres razones por las cuales no fue posible encontrar integrantes de la clase
Prasinophyceae por TEM: 1) sus cantidades fueron muy bajas, 2) no resistieron la manipulacién
(fijadores celulares, centrifugacion de las muestras o lavados previos a la observacion por
microscopia electronica) y 3) la prasinoxantina fue aportada por poblaciones mds grandes que
las picofitoplanctonicas: por ejemplo, los géneros Prasinococcus (3-5 um) y Prasinoderma (3-8
pum), los cuales han sido encontrados en el Golfo de México (Not et al., 2004).

De acuerdo con Jeffrey y Vesk (1997), la clase Prasinophyceae no es exclusiva del
picofitoplancton (0.2-2.0 um); de hecho, también existen representantes en el nanofitoplancton
(2-20 um) y en el microfitoplancton (20-200 um). Mackey et al. (1998), Not et al. (2004) y
Latasa ef al. (2004) han sefialado que el grupo Prasinophyceae es muy heterogéneo, y debe
tenerse ciertas precauciones antes de afirmar la presencia de una poblacion de esta clase.

En esta investigacion, existen dos argumentos que podrian apoyar la presencia de organismos
picoeucariontes (clase Prasinophyceae): 1) los andlisis por citometria reconocen una poblacién
picofitoplancténica (~ 1.5 um de didmetro), caracterizada por una alta fluorescencia roja (tipica
de organismos eucariontes por el contenido de clorofila a) y baja fluorescencia naranja (Fig. 7)
y 2) se aplicaron sondas moleculares a muestras picofitoplancténicas del sur del Golfo de
Meéxico (temporada de nortes), en donde se detecté la presencia del género Micromonas
(Hernandez-Becerril, comunicacién personal).

Bajo el criterio de que Micromonas pusilla es muy abundante en aguas costeras y
principalmente se encuentra dentro del plancton marino (Stockner y Antia, 1986; Anosotegui,
2003; Guillou et al., 2004; Courties et al., 1994), es problable que una parte de la
prasinoxantina reportada haya provenido de esta especie. Sin embargo, también deberia de
considerarse que los tratamientos por los que pasaron las muestras pudieron haber impedido la
preservacion de las membranas celulares de algunos organismos del PFP eucarionte. Vaulot et
al. (1989) han sefialado que la poblaciéon de Micromonas pusilla no resiste largos periodos de
preservacion en soluciones fijadoras (glutaraldehido o paraformaldehido), no obstante que las
muestras hayan sido almacenadas a una temperatura de -20° C. En este estudio,
desafortunadamente las muestras analizadas por TEM se revisaron después de mas de 6 meses
de recolectadas y su conservacioén se mantuvo en refrigeracion a -15° C. Debido a esto, es muy
probable que las muestras para TEM perdieran una gran cantidad de células del PFP eucarionte.

En este estudio, los mdximos de prasinoxantina se localizaron entre 50 y 80 m de profundidad
en la zona ocednica. Mackey et al. (1998), en un estudio en el Pacifico ecuatorial, determinaron
que los maximos de prasinoxantina se ubicaron entre 90 y 100 m de profundidad. En las aguas
oligotroficas, diversos estudios han coincidido en que la mayoria de los picoeucariontes son
mads abundantes por arriba del 1% de PAR, (DiTullio et al., 2003; Pan et al., 2005), donde se
presentan aguas cdlidas (Weisse, 1993; Jiao et al., 2005) y muy cerca o por arriba del mdximo
de clorofila a (Furuya, 1990).

Los méaximos de prasinoxantina (marcador de picoeucariontes) en el Cafion de Campeche y

sobre la plataforma del sur del Golfo de México, podrian sustentar la hipdtesis de que la
distribucién de los picoeucariontes se circunscribe a masas de agua por arriba del 1% de PAR,
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(capa eufética) y donde éstos no sean afectados por fotoinhibicién (Stockner y Antia, 1986;
Barlow et al., 2002). Esto se observé sobre la plataforma continental del sur del Golfo de
Meéxico, donde altas concentraciones de prasinoxantina se asociaron a zonas bien iluminadas de
la capa eufética (~75% de PARy). Para el Cafion de Campeche, desafortunadamente no se
conoci6 el porcentaje de PAR( al cual se presentaron los médximos de prasinoxantina; sin
embargo, con base en las determinaciones del 1% de PAR en la temporada de secas (81-118
m) y las observaciones de Salas de Le6n et al. (2004) para la misma zona (1% de PAR, entre
75 y 101 m), es posible estimar que la mayor abundancia de las células picoeucariontes se situd
dentro de la capa eufética.

No obstante que la zeaxantina puede contenerse en algunos organismos de la clase
Prasinophyceae (Jeffrey y Vesk, 1997), en este estudio no se encontraron evidencias de
organismos que pudieran producir ambos pigmentos (prasinoxantina + zeaxantina). De hecho,
la zeaxantina es producida fundamentalmente por las picocianobacterias Synechococcus y en
menor grado por Prochlorococcus (Goericke y Repeta, 1991; Mackey et al., 1996; Jeffrey y
Vesk, 1997; Veldhuis y Kraay, 2004). En este estudio, se asumié que el mayor aporte de
zeaxantina fue producto de Synechococcus, debido a que durante los andlisis por microscopia
electrénica (TEM), Synechococcus fue méas abundante y distinguible que Prochlorococcus.

El haber detectado mayores concentraciones de zeaxantina en la zona costera coincide con los
resultados de Olson et al. (1990b), Gin et al. (2003) y Lutz et al. (2003), quienes observaron
que Synechococcus es mas abundante en la zona costera. Sin embargo, en aguas oligotréficas
del estrecho de Singapur, Gin et al. (2003) observaron que Synechococcus contribuyé con mas
del 70% de zeaxantina.

En general, se determiné que las maximas concentraciones de zeaxantina (Synechococcus)
estuvieron por arriba de la termoclina, lo cual concuerda con los resultados de Goericke et al.
(2000) y DuRand et al. (2003), quienes seflalan que las maximas concentraciones de
Synechococcus estan asociadas a la capa de mezcla y a zonas donde los nutrientes no son
limitantes para Synechococcus, como en las regiones costeras. En algunos estudios se ha
observado que la capacidad de Synechococcus de alcanzar altas concentraciones en la capa de
mezcla se debe a la produccion del pigmento fotoprotector ficoeritrina, el cual le ha permitido a
Synechococcus adaptarse a altas condiciones luminicas (Olson et al., 1990a; Blanchot y Rodier,
1996; Paerl, 2000; Collier y Palenik, 2003). Bajo este criterio, Uysal (2000) observé que las
maximas concentraciones de Synechococcus se asociaron a la superficie (0-10 m de
profundidad, con 1.45 x 10° cels ml™") y al médximo de clorofila a, localizado por arriba de la
termoclina (con 1.23x 10° cels ml'l).

De todos los pigmentos marcadores analizados, el pigmento divinyl-clorofila a (marcador
monoespecifico) caracterizé a la division Prochlorophyta (Jeffrey y Vesk, 1997; Barlow et al.,
2002), misma que alberga al picoprocarionte mas pequefio y abundante del picofitoplancton,
llamado Prochlorococcus marinus (Chisholm et al., 1988; Goericke y Repeta, 1991; Vaulot y
Partensky, 1992; Shimada et al., 1996; Vidussi et al., 1996). Con el objetivo de determinar la
distribucion de Prochlorococcus en el medio marino, distintas investigaciones han utilizado el
marcador monoespecifico divinyl-clorofila a para determinar la variacién espacial de este
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organismo en la columna de agua (Goericke y Repeta, 1991; Mackey et al., 1996; Shimada et
al., 1996; Mackey et al., 1998).

En zonas oligotroficas marinas, diversas investigaciones han demostrado que Prochlorococcus
domina numéricamente (Chisholm et al., 1988; Weisse, 1993; Raven, 1998; Veldhuis y Kraay,
2004), aporta la mayor cantidad de biomasa y de clorofila a (Shimada et al., 1996; Zubkov et
al., 1998; Blanchot et al., 2001), y puede tener una distribucion desde el nivel superficial hasta
muy por debajo de la zona eufética (Goericke y Repeta, 1991; Shimada et al., 1993; Lazarra et
al., 1996, Marie et al., 1999).

En este estudio, se observé que los maximos de clorofila a (76-78 m de profundidad) para el
Canon de Campeche (temporada de secas), tienen cierta coincidencia en profundidad con los
maximos de clorofila a (78-89 m) reportados por Salas de Ledn et al (2004) para la misma
temporada y drea de estudio. Estos rangos donde se han presentado los méximos de clorofila a,
coinciden con las profundidades donde se encontraron las maximas concentraciones de divinyl-
clorofila a (50-80 m). Bajo este criterio, es posible sugerir que Prochlorococcus contribuye
significativamente al mdximo de clorofila a en aguas del Cafién. Asimismo, el sustento de que
Prochlorococcus pudo haber contribuido con la mayor cantidad de clorofila a en aguas
ocednicas se debe a: 1) las concentraciones de los pigmentos marcadores para eucariontes
(fucoxantina y prasioxantina) fueron mucho menores que la divinyl-clorofila a, y 2) a pesar de
que la zeaxantina (Synechococcus) tuvo valores (en algunos casos) muy cercanos a la divinyl-
clorofila a, este pigmento fue producto de la abundancia de Prochlorococcus.

De todos los pigmentos analizados, la divinyl-clorofila a (Prochlorococcus) fue el tdnico
pigmento que pudo cuantificarse entre los 140 y 180 m de profundidad. Sin embargo, Partensky
et al. (1996) determinaron que Prochloroccocus puede distribuirse hasta los 200 m de
profundidad. Bajo estas observaciones, diversas investigaciones coinciden en que
Prochlorococcus tiene una de las distribuciones mas amplias en la columna de agua (Chisholm
et al., 1988; Goericke y Repeta, 1992; Shimada et al., 1993; Goericke et al., 2000; Blanchot et
al., 2001).

En general, se sabe que Prochlorococcus tiene una distribucién desde la superficie hasta muy
por debajo de la zona eufética (Goericke et al., 2000). Diversas investigaciones han sefialado
que Prochlorococcus tiene la habilidad de modificar su genotipo, de manera que esto le permite
adaptarse a condiciones por debajo de la capa eufética (Partensky et al., 1996; Veldhuis y
Kraay, 2004). De hecho, se ha observado que Prochlorococcus podria tener dos variaciones
principales de su especie: 1) el adaptado a altas irradianzas (nivel superficial), con pocos
pigmentos fotosintéticos y 2) el adaptado a irradianzas menores al 1% de PAR,, con gran
cantidad de pigmentos accesorios (Partensky et al., 1996; Goericke et al., 2000; Blanchot et al.,
2001; Jacquet et al., 2001; Scanlan y West, 2002; Ting et al., 2002; Veldhuis y Kraay, 2004).

En general, tomando en consideracion que Prochlorococcus no es tan abundante en aguas
costeras (Lutz et al., 2003), fue totalmente extrafio haber detectado la mas alta concentracién de
divinyl-clorofila a (44.94 ng 1) en la estacién costera mads somera (Estacién 69, ~ 30 m). La
explicacién mds razonable a este comportamiento de la divinyl-clorofila a (Prochlorococcus)
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podria partir de un criterio aceptado: Prochlorococcus (conocido como un organismo
cosmopolita) realmente tiene una amplia flexibilidad para adaptarse a diferentes condiciones
ambientales, con posibilidad de dominar incluso en aguas someras (Lazzarra, 1996; Raven,
1998; Urbach et al., 1998; Goericke et al., 2000; Jacques et al., 2001). Hay que destacar que
cuando la circulacién cicldnicas estd completamente desarrollada (temporada de nortes) en el
sur del Golfo de México, Salas de Ledn et al. (1996) observaron cOmo este mecaniSmo
favorecio el transporte de organismos planctonicos de la zona ocednica hacia la zona costera.
Cabe sefialar que durante la temporada de nortes no se observé que hubiera un fuerte aporte de
aguas continentales, ya que la salinidad en las estaciones mds someras no descendié por debajo
de 34.1. Por lo tanto, el haber determinado la mayor concentracion de divinyl-clorofila a en la
zona costera (estacidén 69), podria asociarse al desplazamiento de masas de agua ocednicas
producto del giro ciclonico del sur del Golfo de México. Debe de sefialarse que Barlow et al.
(2002) reportaron altas concentraciones de divinyl-clorofila a entre los 20-30 m, en la zona
ecuatorial, asi como a profundidades mayores (70-110 m) asociadas a un giro oligotréfico del
Atléntico norte.

El indice de pigmentos (Platt er al., 2005), a pesar de que toma como referencia algunos
pigmentos accesorios del nanoplancton y el picofitoplancton, no indic6 ninguna relacion
especifica del nano y el picofitoplancton con respecto al total de clorofila a. Este indice es una
forma de determinar la contribucion del microfitoplancton al total de la clorofila a, sobre todo
cuando la concentracién de clorofila a es mayor a 5 mg m™. Es importante sefialar que, incluso
durante la temporada de nortes, en la regioén costera del sur del Golfo de México, el indice de
pigmentos no indicé que el microfitoplancton fuera el principal contribuidor al total de clorofila
a. Platt et al. (2005) sefnalan que cuando los valores del indice de pigmentos son bajos (menor a
1), es muy probable que la biomasa fitoplancténica esté compuesta por diversos tamafos del
fitoplancton. Aunque en este trabajo el indice de pigmentos mostrd valores por debajo de 1,
desafortunadamente, bajo este criterio, no es posible estimar qué grupos podrian ser los
dominantes. En suma, seria recomendable que el indice de pigmentos se aplicara a sistemas
mesotroficos o eutréficos del ambiente marino.

VII.2 Densidad del picofitoplancton (PFP) durante la temporada de secas

Diversos estudios han observado que las mayores concentraciones del PFP se asocian a la
plataforma continental de las regiones costeras, especificamente donde la concentracién de los
nutrientes no sea un factor limitante para la multiplicacién del PFP (Sorokin, 1999; Paerl, 2000;
Ansotegui et al., 2003). Este criterio se cumpli6 en este estudio, ya que las mayores
concentraciones del PFP se asociaron a las regiones someras (< 40 m de profundidad), donde
los rios Grijalva-Usumacinta y Coatzacoalcos vierten una gran cantidad de nutrientes sobre la
plataforma continental del sur del Golfo de México (Yanez Arancibia y Day, 2004). Sin
embargo, durante la temporada de muestreo de este estudio (temporada de secas), no se observo
que los rios Grijalva-Usumacinta y Coatzacoalcos tuvieran una fuerte influencia hacia el medio
marino, ya que la salinidad de las estaciones asociadas a estos sistemas no descendié por debajo
de 36.0. Por consiguiente, es probable que la hidrodindmica del sur del Golfo de México haya
tenido una funcién importante respecto al ingreso de nutrientes u organismos planctonicos
hacia las regiones asociadas a los rios Coatzacoalcos y Grijalva-Usumacinta. Salas de Leon et
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al. (1996) han sefialado que, durante la temporada de secas en el sur del Golfo, comienza a
desarrollarse la circulacion ciclonica en la Bahia de Campeche, misma que deriva con un
transporte de masas de agua de la zona este hacia la zona oeste del sur del Golfo y coincide con
el incremento de la abundancia de organismos planctonicos. Con base en esto, es probable que
algunos factores fisicos (mezcla, corrientes, conveccion de la columna de agua) asociados con
la circulacion ciclénica del sur del Golfo, estén influyendo en el incremento estacional de los
organismos autétrofos del sur del Golfo.

Este estudio coincide con Takahashi y Hori (1984), Hall y Vincent (1990) y Jaquet et al. (2002)
en que el PFP presenta sus mdximas concentraciones celulares por arriba del 1% de PARy. De
hecho, es importante sefialar que, en la mayoria de las estaciones, se determinaron los maximos
del PFP con irradianzas mayores al 68% de PAR,. Veldhuis et al. (2004) han sefialado que una
de las ventajas del PFP para distribuirse en toda la capa euf6tica, se debe a la presencia de
ciertos pigmentos accesorios, los cuales les han permitido absorber energia bajo diferentes tipos
de luz. Los ejemplos mds claros con este tipo de adaptaciones son Synechococcus y
Prochlorococcus, quienes producen ficoeritrina y divinyl-clorofila a, respectivamente. La
ficoeritrina (pigmento fotoprotector), se ha observado que le ha permitido a Synechococcus
fotosintetizar en altas condiciones luminicas (Olson et al., 1990b; Blanchot y Rodier, 1996;
Paerl, 2000; Collier y Palenik, 2003), en tanto que la divinyl-clorofila a, le ha beneficiado a
Prochlorococcus para absorber energia por debajo de 1% de PARy (Chisholm et al., 1988;
Goericke y Repeta, 1992; Shimada et al., 1993; Jeffrey y Vesk, 1997; Blanchot et al., 2001).

Para la mayoria de la estaciones muestreadas, es muy probable que la biomasa
picofitoplancténica no haya contribuido significativamente al total de la clorofila a. Esta
apreciacion se sefiala ya que los mdximos del PFP no se asociaron con los méximos de clorofila
a. De hecho, en los lugares donde se alcanz6 el maximo de clorofila a, se observd que la
abundancia del PFP tendia a disminuir. Estas diferencias en la columna de agua también las
reportan Diaz y Maske (2000), quienes concluyeron, que la abundancia del PFP no mostré una
relacion significativa con los nutrientes, la irradiancia (capa eufética) y la temperatura. Sin
embargo, en otras investigaciones si se ha observado una estrecha correspondencia entre la
abundancia del PFP y la concentracion de clorofila a (Takahashi y Hori, 1984; Hall y Vincent,
1990; Collier y Palenik, 2003). Por ejemplo, Takahashi y Hori (1984), en aguas tropicales y
subtropicales del oeste del Océano Pacifico, determinaron que mds del 70% de maximo
subsuperficial de clorofila a provino de organismos del PFP. Shimada et al. (1993) sugieren
que la irradiaza y la concentracion de nutrientes son variables determinantes para justificar la
relacion entre los méximos de clorofila a y los maximos de PFP.

Algunos investigadores han observado que el PFP tiene fluctuaciones mas rdpidas y variables
que las del nano y microfitoplancton (Miyazono et al., 1992; Allen et al., 2002; Lutz et al.,
2003; Jiao et al., 2005). En varias ocasiones no se ha encontrado una relacion entre las variables
fisicas (temperatura, nutrientes, salinidad, irradianza) y el comportamiento del PFP (Diaz y
Maske, 2000; Uysal, 2000). Bajo estas consideraciones, se cree que el no haber encontrado una
relacion entre la temperatura y la distribucion del PFP, pudo deberse a que en ese momento
estaban actuando otras variables (nutrientes, irradianza, depredacion) sobre la distribucién de
los organismos picofitoplactonicos. Andersson et al. (1994) observaron que el PFP puede tener

40



Determinacién de pigmentos accesorios y de la densidad celular del picofitoplancton en el sur del Golfo de México
Aldo Aquino Cruz
2005

una respuesta mas rapida (division celular) a los cambios de temperatura que el nanoplancton y
el microplancton; y concluyeron que la fuerte respuesta a la temperatura por parte del PFP (>
10° C) favoreci6 una alta actividad fotosintética, con una eficiente fijacion de carbono
1norganico.

Las determinaciones de Collier y Palenik (2003), quienes observaron la mayor variabilidad del
PFP sobre la plataforma continental, coinciden con los resultados de este estudio. Respecto a
este ambiente, Allen er al. (2002) observaron que los procesos de mezcla en la columna de
agua, son el principal factor que determina una alta densidad del PFP en zonas costeras.
Asimismo, Allen et al. (2002) encontraron que el crecimiento del PFP en las zonas costeras es
la principal fuente de carbono que conlleva un aumento paralelo de la abundancia de los
organismos heter6trofos (depredadores).

De los dos grandes grupos que constituyen el PFP (picoprocariontes y picoeucariontes), se ha
observado que las densidades del PEP procarionte fluctdan entre 10> y 10° céls ml” en aguas
ocednicas y costeras (Hall y Vincent, 1990; Miyazono et al., 1992; Partensky et al., 1996;
Campell et al., 1997), en tanto que para el PFP eucarionte se han reportado con densidades de
10° céls ml” en aguas ocednicas, y mayores a 10° céls ml™' en aguas costeras (Hall y Vincent,
1990; Shimada et al., 1993; Marie et al., 1999; Pan et al., 2005; Jiao et al., 2005;). En este
estudio, pese a que no se hizo una separacion de la abundancia del PFP procarionte y del PFP
eucarionte, se observé que los rangos de abundancia del PFP para la zona costera (rango de
9.61x 10° - 1.67x 10° céls ml'l) y la zona ocednica (rango de 2.75 x 10* - 1.53 x 10* céls ml'l)
concordaron con observaciones anteriores (Miyazono et al., 1992; Marie et al., 1999; Pan et al.,
2005).

En las aguas oligotréficas ocednicas, diversas investigaciones han coincidido en que los
nutrientes son determinantes sobre la composicion y distribucion vertical del plancton autétrofo
(Paerl, 2000; Allen et al., 2002; Jiao et al., 2004; Pan et al., 2005; Veldhuis et al., 2005). De
hecho, se ha observado que el encontrar las mdximas concentraciones del PFP en zonas muy
profundas, sefiala la importancia que tienen los nutrientes sobre la distribucién del PFP (Pan et
al. 2005). Estas observaciones podrian ajustarse a lo encontrado en el Caiiéon de Campeche
(estaciones 108 y 113), ya que los maximos del PFP se establecieron en zonas profundas (60 m,
y por arriba del 1% de PARy), donde los nutrientes no se agotan tan rapido como en las capas
superficiales. Sin embargo, en una localidad del Cafién de Campeche (estacién 102), se observo
que la mayor densidad del PFP se asocié a una alta irradianza (91% de PARy) en la capa de
mezcla. Este comportamiento del PFP en la estacién 102 coincide con las observaciones de
Blanchot y Rodier (1996); Campbell et al. (1997) y Collier y Palenik (2002), en el sentido que
las mayores concentraciones del PFP se asociaron a zonas subsuperficiales (< 50 m), donde la
concentracion de los nutrientes es muy reducida.

Es importante sefialar que s6lo en el Cafion de Campeche (estacion 102) se observé un evento
singular, donde dos maximos de clorofila a (21 y 78 m de profundidad con 0.35 mg m>) se
ubicaron por debajo del mdximo del PFP. Estas diferencias entre el médximo del PFP y los dos
maximos de clorofila a sugiere que el PFP probablemente no contribuy6 significativamente a
los maximos de clorofila a. Sin embargo, esta afirmacion deberd de tomarse con precaucion, ya
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que el PFP del Golfo se recolect6 a profundidades discretas y la clorofila a se registré de forma
continua a partir de la fluorescencia natural; por lo cual, es posible que se hayan omitido ciertas
profundidades donde el PFP pudo haber contribuido significativamente al total de clorofila a.
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VIII. CONCLUSIONES

Las mayores concentraciones de los pigmentos accesorios y de las células del PFP se asociaron
a la capa eufdtica de la plataforma continental y del Canén de Campeche, en el sur del Golfo de
Meéxico. Durante las dos temporadas de este estudio (nortes y secas), no se observé una fuerte
influencia de los rios Coatzacoalcos y Grijalva-Usumacinta sobre la plataforma continental del
sur del Golfo de México. En las estaciones mds someras de la plataforma continental, se
determinaron las mayores concentraciones de los pigmentos accesorios (fucoxantina,
zeaxantina y divinyl-clorofila a) y de las células del picofitoplancton, principalmente en la
region asociada a la descarga del sistema Grijalva-Usumacinta. La zona oceénica se diferenci6
de la zona costera con respecto a la concentraciéon de los pigmentos y la densidad del
picofitoplancton, asimismo, la zona costera presenté marcadas diferencias entre sus localidades
con respecto a la concentracion de los pigmentos y la densidad del picofitoplancton. Durante la
temporada de nortes, a pesar de que no se observé una estratificacion fuerte de la columna de
agua, las mayores concentraciones de los pigmentos se presentaron por arriba o estrechamente
asociadas a la termoclina. Durante la temporada de secas, a pesar de que no se formo una fuerte
termoclina, las mayores concentraciones del picofitoplancton se situaron por debajo de la
termoclina. El pigmento asociado a células grandes (fucoxantina) fue mds importante en la
region costera que en el Caiion de Campeche. Los pigmentos asociados al picofitoplancton
procarionte, en general, presentaron concentraciones mas altas en las localidades del Cafién de
Campeche que en la regién costera, con excepcion de la localidad mds somera de la zona
costera. La mayor densidad del picofitoplancton se presentd, en primer lugar, enfrente de la
desembocadura del rio San Pedro y San Pablo (regién Grijalva-Usumacinta); en segundo lugar,
en la desembocadura del rio Coatzacoalcos; y en dltimo lugar, en el Caién de Campeche. La
distribucion vertical de los pigmentos y del picofitoplancton no se relacioné con la clorofila a
para la mayoria de las estaciones. La determinacién de los pigmentos accesorios y del
picofitoplancton total ha permitido estimar la distribucién que ciertas poblaciones del
picofitoplancton podrian presentar en el sur del Golfo de México. Los métodos empleados en
este estudio han permitido afirmar la presencia de dos poblaciones del picofitoplancton
procarionte (Synechococcus y Prochlorococcus) y estimar la presencia de las poblaciones
picoeucariontes.
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X. ANEXO1I
Observaciones metodoldgicas a la citometria de flujo

En este estudio, se aplicé la microscopia de epifluorescencia y la citometria de flujo para
cuantificar el PFP y se concluy6 que sus resultados (concentraciones) no fueron similares. Por
el método de epifluorescencia, los resultados coincidieron con las concentraciones normales del
PFP para el ambiente marino y, ademds, éstas concordaron con observaciones de reportes
previos para el mismo ambiente. Sin embargo, esto no ocurri6 de la misma manera para los
resultados obtenidos por citometria de flujo. En general, la citometria de flujo sobreestimé las
concentraciones celulares de las poblaciones del PFP y no logré diferenciar y cuantificar a la
poblacion mds pequefia del picofitoplancton (Prochlorococcus). Debe de destacarse que la
citometria de flujo permitié distinguir una poblacién procarionte (Synechococcus) y dos
poblaciones eucariontes (no determinadas). Por ello, no se descarta la eficiencia del citémetro
de flujo para enumerar y caracterizar las poblaciones del PFP, toda vez que se tenga la certeza
de que no habrd factores significativos que afecten los conteos.

Las posibles causa que alteraron los resultados por citometria podrian asociarse a los siguientes
puntos: (1) una mala alineacion (laser) y calibracion del instrumento, (2) la concentracion total
del PFP fue menor a la concentraciéon de microesferas (particulas de referencia) agregadas, (3)
el instrumento presenté contaminaciéon de otras células o particulas diferentes a las
picofitoplancténicas, (4) el instrumento presento ruido electrénico que interfirié con los conteos
del PFP, y (5) las férmulas aplicadas no consideraron las variables necesarias para el calculo de
la densidad del PFP.

(1) Si bien es cierto que el citometro de flujo puede cuantificar una amplia gama de particulas o
células pequeiias (0.5 — 150 um), desafortunadamente este instrumento no puede contar los
diversos tamafios en una sola adquisicion (nimero total de particulas contadas). Esto se debe a
que el laser, que mide los diversos pardmetros de las particulas (tamafio, rugosidad,
fluorescencias), no puede ajustarse automdticamente a los diversos tamafios de los objetos que
pasan por este haz. Por esto, cuando se desea analizar un tamafio de particulas es indispensable
alinear y calibrar el instrumento de acuerdo a las dimensiones de las particulas que pasardn por
el laser. Este ajuste es imprescindible ya que, entre otras cosas, determinard la precision con que
se cuenten las particulas o células. En este estudio, es probable que estos ajustes (alineacion del
laser y calibracion del instrumento) no hayan sido los adecuados, ya que la poblaciéon mas
pequeiia del PFP no pudo ser distinguida ni cuantificada. Se ha observado que para obtener
buenos conteos del PFP, lo mejor es que el instrumento sélo se utilice para cuantificar este tipo
células, ya que al ingresar otro tipo de particulas, es muy probable que los lentes del citémetro
cambien su alineacion. Desafortunadamente, en el lugar donde se trabajo, el citometro de flujo
se utilizaba para analizar células mas grandes (linfocitos, leucocitos, espermatozoides) que las
del PFP; e incluso, muchas de ellas era marcadas con soluciones fluorescentes, mismas que
pudieron haber afectado la sensibilidad de los lentes o dejar residuos contaminantes dentro de
los conductos del sistema.
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(2) Cuando se van a analizar células del PFP, es necesario ajustar el laser al tamafio de las
particulas de la muestra. Para esto, se utilizan microesferas fluorescentes (particulas de
referencia) que presentan caracteristicas similares en tamafio y fluorescencia a las del PFP.
Estas microesferas, ademds de ubicar las regiones donde se contardn las células del PFP, son un
parametro de referencia para conocer la concentracion total de células en una muestra. En una
muestra planctdnica, cuando se agregan mas microesferas que la concentracion de las células a
contar, es muy probable que los conteos salgan alterados, ya que podria haber una
subestimacion de las células de interés o viceversa. Es posible que ésta haya sido una de las
causas que alterd los resultados de este estudio, ya que hubo muestras que no tuvieron la
suficiente concentracion de microesferas o, bien, las tuvieron pero en exceso.

(3) Antes de contar células del PFP por citometria, uno de los mayores cuidados que hay que
tener es la limpieza del instrumento. Esto es importante sefialarlo ya que durante los andlisis por
citometria siempre quedan restos de células o colorantes que se adhieren a los conductos del
sistema. Por esto, para evitar contaminacion entre diferentes estudios es imprescindible hacer
una adecuada limpieza. Existen algunas soluciones (marcadores fluorescentes) que se utilizan
en citometria que no son tan faciles de remover de los conductos; por lo cual, en algunas
ocasiones, se pueden llegar a contaminar las muestras con residuos de otros andlisis.

(4) Durante los andlisis por citometria, es normal que el citometro de flujo emita una sefial que
se conoce como ruido electrénico. En algunas ocasiones, este ruido electrénico llega a interferir
en los conteos de ciertas particulas, de tal manera que impide una adecuada cuantificacion.
Afortunadamente este ruido electrénico es posible evitarlo, para lo cual, deben de ajustarse los
fotomultiplicadores (adaptadores para aumentar o disminuir una sefial) de manera que el ruido
electronico se aparte de las regiones donde se cuentan las particulas de interés. Sin embargo,
cuando el citdmetro tiene una mala alineacién y calibraciéon, es muy probable que el ruido
electronico se mezcle con otras sefales, y que no sea tan fécil separarlo de algunas regiones
donde se ubican ciertas poblaciones de interés. En este estudio, se cree que esta fue una de las
causas que impidi6 distinguir y cuantificar a la poblacion mds pequefia del PFP
(Prochlorococcus).

(5) Si bien es cierto que la densidad de microesferas se utiliza para calcular la concentracién de
células en una muestra, también es posible emplear otras variables, que se basan en el tiempo de
adquisicion (tiempo en que pasa un determinado volumen de la muestra) y la tasa de flujo de la
muestra (velocidad con la que fluye un determinado volumen de la muestra) para el mismo
proposito. En este estudio se aplicé la formula que considera la concentracion de microesferas
por mililitro (estdndar de referencia o stock), la cual dice lo siguiente:

Células contadas

Célsml™' = x Concentracién de microesferas ml™

Microesferas contadas

Donde:
Células ml™'= es la concentracién total de una poblacién (células) en un mililitro.
Células contadas= es el total de células contadas de una poblacién (o regién)
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Microesferas contadas= es el total de microesferas contadas en toda la adquisicion (total de
particulas contadas).
Concentracién de microesferas ml™'= es la concentracién de microesferas en un mililitro.

Al agregar una concentraciéon determinada de microesferas a un volumen de la muestra
(tipicamente un mililitro), tedricamente se establece una proporcion entre las microesferas y las
células biologicas. Por lo tanto, el volumen adquirido de microesferas serd proporcional a la
adquisicion de células bioldgicas.

En este estudio es posible que esta relacion tedrica no se haya cumplido bien, o probablemente
esta féormula no fue la adecuada para el tipo de particulas que se analizaron. Esto se sefala ya
que en otras investigaciones (Marie et al., 1999) los calculos se basan en el tiempo de
adquisicion y la tasa de flujo de la muestra. La férmula que considera estas variables dice lo
siguiente:

c _ N°x1000 Viotal

pop T xR Vv
muestra

Donde:

Cypop = €s la concentracién de la poblacién en células por ml™.

N° =es el nimero de células adquiridas en una region

T = es el tiempo de adquisicion (minutos)

R = es la tasa de flujo de la muestra (ul min™)

Viotal = €5 €l volumen total de la muestra mds el volumen del fijador (paraformaldehido)
Vmuestra = €8 €l volumen de la muestra a analizar.

En este caso el tiempo de adquisicion y la tasa de flujo van a tener una relacién proporcional al
nimero de células adquiridas en una muestra; el resto de la férmula, son los cdlculos necesarios
para obtener la concentracion en células por mililitro. Al parecer esta es la férmula maés
recomendable para calcular las concentraciones de las células del PFP, ya que en este caso se
estima una concentracion de las células picofitoplancténicas que van fluyendo en un volumen y
tiempo determinado (Marie et al., 1999); por lo tanto, es posible que esta formula sea mas
precisa que aquella donde se aplica la concentracion de las microesferas.
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