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RESUMEN

Se estudio el efecto de la fertilizacion sobre la relacion fitoplancton — bacterioplancton a
través de dos experimentos con duracién de 30 dias cada uno, utilizando 24 tanques de
una tonelada llenados con agua del canal reservorio de la estacion experimental del
CENAIM en Palmar (Provincia del Guayas, Ecuador). El disefio fue factorial 2x2 y
completamente aleatorizado, con el primer factor correspondiendo al efecto fertilizacién
con dos niveles y el segundo factor a la presencia o ausencia de una capa de sedimento
(5-8 cm) en el fondo de los tanques. En el primer experimento, 12 tanques recibieron dos
aplicaciones semanales de urea (1,0 mg N/L) y fosfato diaménico (0,1 mg P/L)
manteniendo una relacién 10N:1P. Durante el segundo experimento, 12 tanques
recibieron cada dia 1,0 g de alimento balanceado (=7N:1P). La aplicacion de fertilizantes
inorgdnicos incrementd las concentraciones de clorofila a (p<0,01) que alcanzaron
maximos en la segunda y cuarta semana (104 y 109 pug/L, respectivamente) y los conteos
de bacterias totales (p<0,01) que alcanzaron valores médximos en la tercera semana
(37x10° células/mL). El andlisis de regresién midltiple indicé que el fitoplancton
respondié principalmente a la adiciéon de N y las bacterias a la adiciéon de P y N. EI
fitoplancton fue dominado por representantes pequeios de las cianobacterias
(Synechoccocus spp.), caracteristicos de ambientes eutréficos y resistente a la
depredaciéon por parte de los copépodos que dominaron el zooplancton al final del
experimento. Se encontrd una correlacion positiva entre fitoplancton y bacterioplancton,
sugiriendo la dependencia de la produccién bacteriana sobre el carbono orgénico
generado por el fitoplancton. Los conteos de Vibrio spp. fueron positivamente
relacionados con la concentracién de nitrégeno disuelto, indicando una respuesta positiva

a la acumulacién de materia organica disuelta en los mesocosmos. A pesar de las
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adiciones de nutrientes inorganicos, no se encontré acumulacién de P en los sedimentos y
se sugiere que el fitoplancton y las bacterias fueron la ruta principal de remocién del N y
P adicionados con los fertilizantes. Durante el segundo experimento, la adicién de
alimento incrementd las concentraciones de fitoplancton (p<0,01), de bacterias totales
(p<0,01), de Vibrio spp. (p<0,01) y de zooplancton (p<0,01). Las concentraciones de
zooplancton fueron mds altas que en el experimento de fertilizacion inorgédnica y se
mantuvieron altas hasta el final del experimento, soportando que el zooplancton puede
aprovechar directamente el alimento. El andlisis de regresiéon muiiltiple indic6 que el
fitoplancton respondié a la adiciéon de N y P y las bacterias a la adiciéon de P. La
mineralizaciéon de la materia orgdnica por parte de las bacterias incrementd las
concentraciones de nutrientes inorganicos que fueron aprovechados por el fitoplancton, lo
que evito el incremento de materia organica y P en el suelo. Vibrio spp. alcanzaron sus
maximos al final del experimento, coincidiendo con la biomasa mdédxima de
cianobacterias, soportando que un incremento en Vibrio spp. podria esperarse como

resultado del incremento en la poblacién de cianobacterias.



1. INTRODUCCION

La produccién acuicola se basa en procesos ecoldgicos naturales que consisten de
relaciones fisicas, quimicas y bioldgicas interdependientes (Kautsky er al., 2000). Sin
embargo, el ecosistema es extraordinariamente complejo y la acuicultura en estanques ha
llegado a ser vista como un sistema de caja negra donde se comparan las entradas con las
salidas y se tiene poco conocimiento de los procesos internos (Boyd y Tucker, 1998). La
calidad del agua y suelo juega un rol importante en la salud del animal en cultivo y
cualquier deterioro causa estrés, lo cual puede llevar a la aparicién de enfermedades por
invasion de patdégenos oportunistas tales como Vibrio spp. (Arulampalam et al., 1998).
Las enfermedades (bacterianas y virales) junto con una mala calidad del suelo y del agua
son las principales causas de mortalidad en el camarén (Chamberlain, 1997). Un manejo
ineficiente es otro factor importante en la disminucién del rendimiento productivo

(Flegel, 1996).

El manejo de las condiciones de los estanques es esencial para lograr una camaronera
productiva. Varias medidas de manejo son usadas para mantener la calidad del agua en
estanques. Se controla los niveles de nutrientes para mantener una adecuada biomasa y
estructura del fitoplancton logrando establecer niveles Optimos de oxigeno disuelto y
promover la asimilacién de desechos producidos durante el ciclo de cultivo (Alonso-
Rodriguez y Pdez-Osuna, 2003). Otra estrategia recientemente aplicada, es la remocidn
de amonio de la columna de agua a través de su asimilacién dentro de proteinas
microbianas por la adicién de carbohidratos en el sistema, tales como melaza y glucosa,

estimulando el crecimiento bacteriano (Avnimelech et al., 1995; Avnimelech, 1999).



Pero la efectividad de muchas de estas técnicas de manejo en la gran variedad de sistemas

de cultivo existentes, es discutida (Boyd, 1995).

El tratamiento tradicional de las enfermedades bacterianas en el camardn se centra en el
uso de antibidticos (Aguirre y Ascencio, 2000). El uso continuo de antibidticos y su
persistencia en el sedimento conduce a la proliferacion de patdgenos resistentes, afecta la
descomposicion bacteriana de los desechos influenciando la estructura de la comunidad
microbiana (Kautsky et al., 2000) y puede acumularse en el tejido del camarén (Aguirre y
Ascencio, 2000). Como consecuencia, se observa un incremento en el uso de productos
microbianos comerciales en estanques acuicolas como una estrategia alternativa de
manejo de enfermedades. Sin embargo, el efecto benéfico de su uso es ain debatible
(Devaraja et al., 2002). Por tanto, es crucial encontrar métodos alternativos de control de
enfermedades e incrementar el conocimiento de los factores ecoldgicos controlando la
produccidn, para lograr un manejo més efectivo y la sostenibilidad del cultivo de camar6n

(Prayitno y Latchford, 1995; Alongi et al., 1999).

El objetivo del presente trabajo fue definir interacciones entre el fitoplancton,
bacterioplancton y niveles de materia orgdnica en mesocosmos con presencia de
sedimentos y recibiendo diferentes fuentes de nutrientes. Para esto, se evaluaron el efecto
de dos regimenes de fertilizaciéon (inorgdnica y orgdnica) sobre el fitoplancton,
zooplancton, bacterias totales y Vibrio spp. Adicionalmente, se efectuaron andlisis de
calidad de agua y suelo para correlacionarlos con la estructura de las poblaciones de

fitoplancton y bacteria y de esta manera lograr un mejor entendimiento del ecosistema.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. LA TRAMA ALIMENTICIA EN PISCINAS CAMARONERAS:

Los estanques camaroneros soportan una diversidad de plantas y animales (Burford,
1997; Martinez-Coérdova et al., 2002; Coman et al., 2003), estableciendo una serie de
interacciones entre el fitoplancton, zooplancton, bacterias, camarén y materia organica.
Existe una relacion desde una via autotréfica dominada por el fitoplancton hacia una via
heterotréfica dominada por las bacterias, siendo la materia orgdnica el factor intermedio
(Brock y Main, 1995). Las especies bacterianas predominantes en agua y suelo de
piscinas camaroneras son de los géneros Vibrio, Aeromonas y Pseudomonas (Sung et al.,
1999), que con cambios ambientales pueden causar estrés y mortalidad (Arulampalan et
al., 1998). No se conocen los factores ambientales que desencadenan el incremento en la
abundancia de este tipo de bacterias. No obstante, a medida que se incrementa la biomasa
de los organismos en las piscinas de cultivo, el equilibrio entre los diferentes
componentes del ecosistema desaparece (Aguirre y Ascencio, 2000). Para comprender
como los cambios ambientales influencian el ecosistema de una piscina camaronera, es
necesario entender las interacciones existentes entre los diferentes componentes de la

trama alimenticia (Samuelsson, 2003).

Los grupos de zooplancton dominantes encontrados en piscinas camaroneras son los
rotiferos (principalmente del género Brachionus) y los copépodos (Martinez-Cérdova et
al., 2002; Preston et al., 2003) con conteos totales que varfan fuertemente con el tiempo
de cultivo y picos de abundancia ocurriendo al inicio del ciclo de produccién. En
estanques de cultivo de Penaeus monodon, la abundancia maxima es de 2.080

organismos/L, siendo mayor que 1.120 organismos/L encontrados para Marsupenaeus



japonicus (Coman et al., 2003), pero menor a 5.000 organismos/L reportado para
Litopenaeus vannamei (Martinez-Cérdova et al., 1998a). No obstante, para el resto del
cultivo la abundancia cae a valores entre 2 y 61 organismos/L (Coman et al., 2003;
Preston et al., 2003). El zooplancton cumple dos funciones en piscinas camaroneras: (1)
influencia la dindmica del fitoplancton a través del efecto pastoreo y (2) al servir de presa
para el camarén, transfiere carbono hacia niveles tréficos mas altos. Coman et al. (2003)
demostraron que el zooplancton es una adecuada presa para la post-larva de M. japonicus,
experimentdndose una rdpida disminucién en sus conteos inmediatamente después de la
siembra del camarén. Sin embargo, una disminucién en la abundancia de zooplancton
durante el ciclo de cultivo puede estar relacionada con un deterioro en la calidad de agua
(Coman et al., 2003; Preston et al., 2003), ya que concentraciones de amonio no ionizado
mayores a 0,2 mg/L han mostrado efectos adversos sobre algunas especies de copépodos
(Buttino, 1994). Para incrementar la abundancia del zooplancton, algunos acuicultores
introducen fertilizantes orgédnicos en los estanques (por ejemplo, mezclas de alfalfa
fermentada con melaza, vitaminas y aceite de pescado), favoreciendo la abundancia de

copépodos y rotiferos (Boyd y Tucker, 1998; Martinez-Cérdova et al., 2002).

El fitoplancton juega un rol fundamental en piscinas camaroneras en mantener la calidad
del agua influyendo los niveles de oxigeno disuelto, la concentracién de nutrientes, la
penetracion de luz, los niveles bacterianos y la biomasa del zooplancton (Tucker et al.,
1984; Chien et al., 1992; Paerl y Tucker, 1995; Boyd y Tucker, 1998). Durante la
fotosintesis, la energia solar es capturada por el fitoplancton para reducir el carbono
inorganico (CO.) a carbono orgdnico con liberacién de oxigeno. El oxigeno es producido
de acuerdo a la densidad del fitoplancton y cantidad de luz solar, considerdndose que

como minimo el 1% de la luz incidente es necesario para la realizacion de la fotosintesis



(Boyd y Tucker, 1998). La absorcién de amonio y nitrato por parte del fitoplancton es la
principal via de remocioén del nitrégeno inorgdnico en piscinas camaroneras evitando la
acumulacion de compuestos toxicos nitrogenados (Tucker et al., 1984; Hargreaves, 1998;
Burford y Glibert, 1999; Burford et al., 2003). Adicionalmente, el fitoplancton es una
importante fuente de alimento natural para los organismos en cultivo (Burford, 1997;
Yusoff y McNabb, 1997; Alonso-Rodriguez y Pdez-Osuna, 2003). El fitoplancton puede
ser utilizado por el camarén de manera directa (Chong y Sasekumar, 1981; Gamboa-
Delgado et al., 2003) 6 indirectamente via la depredacién por parte del zooplancton

herbivoro que a su vez sirve de alimento para el camarén (Bird, 1995).

Los grupos mds representativos de fitoplancton en aguas salobres son las diatomeas,
dinoflagelados, cianobacterias y las algas verdes (Boyd y Tucker, 1998). Sin embargo, en
piscinas acuicolas y sistemas eutréficos donde la luz es el factor limitante para el
crecimiento del fitoplancton, las cianobacterias dominan el fitoplancton (Paerl y Tucker,
1995). Su bajo requerimiento en luz (van Liere y Mur, 1980; Tilzer, 1987) y su
capacidad en regular su flotabilidad para moverse en la columna de agua le confiere
ventajas competitivas sobre otros grupos de fitoplancton disminuyendo la diversidad
fitoplancténica (Bir6, 1995; Paerl y Tucker, 1995; Burford, 1997). Alonso-Rodriguez y
P4ez-Osuna (2003) reportaron que la cianobacteria Synechocystis diplococcus representd
la especie dominante de fitoplancton (>88,9%) en la mayoria de piscinas camaroneras con
sistemas intensivos y semi-intensivos en México. Sin embargo, poblaciones
fitoplancténicas dominadas por cianobacterias son propicias a colapsos repentinos
asociados con disminucién de oxigeno disuelto en la columna de agua y no representan
una buena fuente de produccién primaria, aportando con poco oxigeno al medio

favoreciendo la acumulacién de compuestos téxicos como amonio, nitrito y sulfuro de



hidrégeno en el fondo de las piscinas y teniendo impacto sobre el crecimiento y la salud
del camarén (Boyd et al., 1975; Tucker et al., 1984; Bird, 1995; Paerl y Tucker, 1995;
Cowan et al., 1999; Yusoff et al., 2002; Burford et al., 2003). Las mayores pérdidas
econdmicas atribuidas a cianobacterias en acuicultura estdn relacionadas a la produccion
de compuestos olorosos que dan sabores indeseables al animal en cultivo (Paerl y Tucker,
1995; Hargreaves y Tucker, 2003) o de compuestos téxicos que disminuyen el
crecimiento o causan mortalidad del animal en cultivo (Lightner, 1978; Smith, 1996;

Pérez-Linares et al., 2003; Zimba y Grimm, 2003).

Las bacterias estdn presentes en la columna de agua como en el sedimento de piscinas
camaroneras. En ambientes acuaticos naturales, la concentracion de bacterias varia entre
10° y 107 UFC/mL (Samuelsson, 2003). Bayot et al. (2001) reportaron concentraciones
de bacterias totales en la columna de agua de estanques de L. vannamei en Ecuador de
1x10* a 1x10° UFC/mL y Sung et al. (2001) reportan valores entre 8x10* y 3x10°
UFC/mL para P. monodon. Las concentraciones encontradas en Ecuador para sedimentos
oscilan entre 1x10° y 3x10® UFC/g (CENAIM, datos no publicados). En estanques
camaroneros, las bacterias cumplen un rol importante con el reciclaje de nutrientes y la
descomposicion de la materia orgdnica, liderando en gran parte la calidad de agua en un
sistema (Avnimelech er al., 1995), actuando como un nexo en la transferencia de la
energia hacia los niveles tréficos superiores (Samuelsson, 2003), controlando la
disponibilidad de nutrientes (Rodrigues y Williams, 2001) y a veces, sirviendo de
alimento directo para el camarén (Mclntosh et al., 2000). Ademds, las bacterias
controlan el ciclo de nitrégeno en ambientes acuicolas, a través de la nitrificacion y

desnitrificacion.



En piscinas camaroneras, los problemas bacterianos estdn asociados con enfermedades
debidas principalmente a especies de vibrios (Lightner, 1992; Austin, 1995; Saulnier et
al., 2000). Vibrio spp. son bacterias comunes encontradas en el agua y en los sedimentos
marinos y de piscinas acuicolas (Direkbusarakom et al., 1998), pero también forman parte
de la microbiota natural de camarones penaeidos. Gomez-Gil et al. (1998) aislaron del
hepatopancreas de L. vannamei sanos, nueve especies de vibrios destacando entre ellos
Vibrio alginolyticus y Vibrio damsela. Bacterias luminiscentes aisladas de piscinas
camaroneras incluyen Vibrio fischeri, Vibrio harveyi, Vibrio cholerae, Photobacterium
leiognathi y de estos, V. harveyi ha sido reconocido por ser el agente causal asociado a
mortalidades de camarén (Lavilla-Pitogo et al., 1998; Pasharawipas et al., 1998;
Abraham y Palaniappan, 2003). En Ecuador, brotes de enfermedades en L. vannamei
fueron atribuidos a V. alginolyticus, V. damsela, Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
vulnificus (Lightner, 1992). Brotes de enfermedades han sido asociados con incrementos
en la proporcién de especies potencialmente patdégenas en la poblacion de Vibrio spp. en
el agua de estanques camaroneros (Sung et al., 1999). La reduccién en la diversidad de
vibrios no s6lo puede indicar un estrés ambiental sino que puede ser usado como un

indicador en la ocurrencia de enfermedades de penaeidos (Sung et al., 2001).

2.2. RELACION FITOPLANCTON-ZOOPLANCTON:

El zooplancton tiene dos efectos opuestos sobre el fitoplancton: (1) reduccién de la
biomasa del fitoplancton por pastoreo (efecto “top-down™) o (2), estimulacién del
crecimiento del fitoplancton a través de la regeneraciéon de nutrientes por parte del
zooplancton (efecto “bottom-up”) (Bergquist et al., 1985; Grigorszky et al., 1998).
Martinez-Cérdova et al. (1998b) demostraron que la abundancia de zooplancton en

piscinas de cultivo de Farfantepenaeus -californiensis estuvo relacionada con la



abundancia del fitoplancton. Generalmente, el pastoreo por parte del zooplancton
representa la principal pérdida para el crecimiento del fitoplancton. Sin embargo, el
rango de particulas ingeridas varia y depende del grupo de zooplancton considerado
(Bergquist et al., 1985), de la cantidad, calidad y tamafio de la particula alimenticia, de la
intensidad de luz y del nivel de temperatura (Ravera y Scotto, 1999; Conde-Porcuna et
al.,2002). Calbet y Landry (2004) estiman que el 75 y 59% de la productividad primaria
es perdido por el pastoreo de microherbivoros en sistemas ocednicos y estuarinos,
respectivamente, indicando que la relacién fitoplancton-zooplancton se debilita en
sistemas eutr6ficos. Un fuerte efecto de pastoreo sobre el fitoplancton, incluyendo
reducciones de varios ordenes de magnitud, ha sido reportado para el zooplancton
dominado por copépodos en el mar (Bautista et al., 1992), los cuales son consumidores
mads efectivos que los claddceros, particularmente en condiciones eutréficas (Burns y
Schallenberg, 2001; Sommer et al., 2001). No obstante, en sistemas eutréficos donde se
desarrollan poblaciones de fitoplancton con tamafios mayores a 50 um, con espinas o
formadoras de colonias, el efecto pastoreo del zooplancton se pierde (Haney, 1987;

Lampert, 1987; Elser y Goldman, 1990; Bir6, 1995).

Los efectos predatorios de copépodos ciclopoides sobre el zooplancton de menor tamafio,
como los protozoarios y flagelados, han sido demostrado en ambientes marinos y
sistemas de agua dulce (Caron, 1984), reduciendo la presién sobre el fitoplancton de
menor tamafio y causando un incremento en sus concentraciones (Cottingham et al.,
1997). A medida que el fitoplancton incrementa a través del gradiente de
ultraoligotréfico a mesoeutréfico, la efectividad de copépodos calanoides en la remocion
de ciliados incrementa de 2,5 a 9,5 veces respecto a los cladéceros (Burns y Schallenberg,

2001). La naturaleza de la interaccién copépodo-ciliado es especifica y la presencia de



presas alternativas influencia el impacto de los copépodos sobre los ciliados (Wickham,
1998). Nejstgaard et al. (2001) mostraron en mesocosmos experimentales con agua
marina que el zooplancton dominado por el ciliado Strombidium spp. tienen altas tasas de
pastoreo sobre el dinoflagelado Protoperidium bipes, removiendo entre 30 y 63% de la
clorofila a total. Dawidowicz (1990) trabajando con encierros in situ en un lago eutréfico
encontrd que la concentracion total de clorofila a disminuy6 a 2,4 ug/L al término de la
primera semana, incrementando a 4 pg/L al término de la tercera semana cuando la

concentracion de rotiferos y copépodos alcanzé su concentracion minima.

La presencia de zooplancton filtradores (clad6ceros y copépodos calanoides) o carnivoros
(copépodos ciclopoides) influencia grandemente la concentracion de nutrientes en lagos
(Adrian y Schneider-Olt, 1999). Algunos tipos de zooplancton pueden alimentarse
directamente de particulas orgdnicas, estimulando la produccién primaria a través del
incremento en las concentraciones de proteinas disueltas o carbohidratos en la columna
de agua, desechos metabdlicos del zooplancton (Richardot et al., 2001). Las proteinas,
los carbohidratos y los lipidos estdn formados por C, H y O. Ademads, las proteinas
contienen N y los dcidos nucleicos N y P, los cuales son tomados de la columna de agua
para formar biomasa, lo que disminuye su disponibilidad para el fitoplancton (Fraga,

2001).

2.3. RELACION FITOPLANCTON-BACTERIA:

Varios estudios han mostrado que la abundancia bacteriana y su productividad estdn
consistentemente relacionadas con la abundancia y productividad del fitoplancton (Cole
et al., 1988; Sommaruga, 1995; Voros et al., 2003). Las bacterias requieren de carbono

organico disuelto producido dentro o fuera del sistema (Samuelsson, 2003). Una porcién
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del carbono fijado dentro de las bacterias es excretado del fitoplancton como carbono
organico disuelto (DOC) (Hargreaves y Tucker, 2003) y dependiendo de la fuente, la tasa
de descomposicion del DOC varia (Strauss y Lamberti, 2002). Un crecimiento
balanceado de bacterias requiere de sustratos con radios atémicos C:N:P de 106:12:1
(Goldman et al., 1987) mientras que el fitoplancton generalmente presenta un radio
C:N:P de 106:16:1 (Cottingham et al., 1997; Pinckney et al., 2001). Las bacterias tienen
la capacidad de variar estos requerimientos (Tezuka, 1990), no obstante, la limitacién del
recurso puede generar relaciones antagénicas o sinérgicas dentro de la trama alimenticia
controlando el crecimiento de las bacterias. La coexistencia de bacterias y fitoplancton es
posible solamente si las bacterias son limitadas por el carbono y si el radio
carbono:nutrientes de productores primarios y bacterias son suficientemente similares

(Hulot et al., 2001).

El DOC puede también ser el resultado de la completa ingestion y digestion por parte del
metazooplancton y protozoarios (Nagata, 2000; Richardot et al., 2001; Samuelsson,
2003). A su vez, la parcial o total mineralizacion de la materia orgédnica disuelta (sea el
carbono o el nitrégeno) por la trama alimenticia microbiana incrementa la concentracion
de nutrientes inorgdnicos disponible para el fitoplancton (Havskum et al., 2003;
Tungaraza et al., 2003). Sin embargo, la persistencia de materia orgdnica disuelta en
muchos sistemas marinos eutréficos sugiere que su produccién y el posterior consumo
bacteriano estd desacoplado en tiempo y espacio y que algun factor limita su utilizacion

(Cherrier et al., 1999).

La correlacion entre el crecimiento del fitoplancton y bacterias puede ser atribuido a la

dependencia bacteriana sobre el carbono liberado por el fitoplancton, o a la regulacién del
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crecimiento de ambos por un mismo factor (Vrede et al., 1999). A la asuncidn clasica de
que las bacterias heterotréficas son limitadas por el carbono en sistemas eutréficos, se ha
establecido que el nitrégeno, y en particular el fosforo, pueden limitar el crecimiento de
las bacterias heterotréficas en sistemas acudticos oligotréficos (Arvola y Tulonen, 1998;
Havskum et al., 2003; Vadstein et al., 2003). Los requerimientos de N y P por bacterias
son grandes debido a sus altos contenidos de proteinas y 4cidos nucleicos, que son
requeridos para mantener bajos radios N:P intracelulares (Church et al., 2000; Medina-
Séanchez et al., 2002). El crecimiento bacteriano es limitado por P cuando su radio N:P es
mads bajo que el del sustrato disponible, pero es limitado por N cuando su radio N:P es
mads alto (Tezuka, 1990). No obstante, cuando el crecimiento bacteriano depende del
nitrégeno la inmovilizaciéon del nitrégeno ocurre (Jana et al., 2001). Por otro lado, la
combinacién del N y P aumenta el crecimiento del fitoplancton en forma mas eficiente
que la adicién simple de N o P (Yusoff y McNabb, 1997) y estimula la produccién
bacteriana en sistemas marinos y lagos temperados (Castillo et al., 2003). Comparando
las bacterias y el fitoplancton, uno puede esperar que las bacterias con su gran radio 4rea
superficial:volumen y su rdpido crecimiento son mds eficientes en absorber nutrientes
inorgdnicos disueltos (Currie y Kalff, 1984) y disminuir su disponibilidad para el

fitoplancton (Cottingham et al., 1997).

Las bacterias son comtinmente observadas dentro de la zona mucosa y sobre la pared
celular de cianobacterias coloniales y filamentosas (Paerl y Tucker, 1995; Salomon et al.,
2003). Estas asociaciones pueden ser benéficas ya que los sustratos orgdnicos liberados
por el fitoplancton hospedador son aprovechados por las bacterias con el posterior retorno
de nutrientes inorganicos y CO; que pueden ser utilizados por la microalga (Paerl et al.,

1989). Midlen y Redding (1998) argumentan que un incremento en la poblacion de
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Vibrio spp. podria esperarse como resultado del incremento en la poblaciéon de
cianobacterias. En contraste, Walker y Higginbotham (2000) demostraron que un nimero
de cepas bacterianas aisladas de diferentes cuerpos de agua tienen la capacidad de destruir

cianobacterias coloniales y filamentosas.

2.4. RELACION BACTERIA-ZOOPLANCTON:

El impacto del zooplancton sobre la biomasa y produccién bacteriana ha sido reportado
como negativo (pastoreo directo) o positivo (pastoreo sobre depredadores de bacterias).
Los ciliados, flagelados, rotiferos, cladéceros y nauplios de copépodos remueven
efectivamente las bacterias, causando una disminucién en sus conteos y pudiendo alterar
la distribucién del tamafio bacteriano a través de la selectividad (Havens, 1998; Vrede et
al., 1999; Gasol et al., 2002). Sin embargo, algunos cladéceros y copépodos adultos se
alimentan de flagelados y presas mds grandes, lo que indirectamente disminuye su
presion de depredacion sobre las pequenas particulas bacterianas (Cottingham et al.,

1997; Calbet y Landry, 1999).

El efecto pastoreo del zooplancton sobre particulas orgdnicas genera sustrato orgénico,
cuyo grado de polimerizacién tiene una influencia directa sobre la intensidad de hidrdlisis
enzimdtica que se piensa es un estado limitante en la asimilacién bacteriana y por lo tanto
en el crecimiento de estas poblaciones (Chrést, 1991). En experimentos in situ,
correlaciones positivas han sido encontradas entre cambios en la abundancia y biomasa
del metazooplancton y la actividad de enzimas extracelulares de depolimerizacién (o y -
glucosidasa y leucina aminopeptidasa) en la fraccion de particulas entre 0,2 — 100 um

(Richardot et al., 2001). No obstante, las enzimas liberadas directamente por el
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zooplancton son menos significantes que aquellas derivadas de bacterias libres vy

adheridas a sustrato (Vrba et al., 1992).

El zooplancton lleva bacterias adheridas en la superficie externa y en el tracto digestivo,
principalmente del género Vibrio si es zooplancton de agua marina, estableciendo una
relacién de mutualismo entre ambos organismos (Colwell, 1996). Los copépodos pueden
servir como un reservorio de Vibrio spp. potencialmente patégenos, incluyendo V.
cholerae, que se adhieren a su superficie y pueden sobrevivir mds tiempo que en forma
libre, funcionando como una estrategia de supervivencia en ambientes limitados por
nutrientes (Tamplin et al., 1990). Copépodos calanoides (Centropages spp.) aislados del
mar Liguriano en Italia son colonizados por V. alginolyticus en estado cultivable
alcanzando concentraciones méaximas de 1,9x10* UFC/mL, mientras que V. alginolyticus
y V. vulnificus fueron aislados de rotiferos con concentraciones maximas de 0,65x10” y

1,5x10° UFC/mL, respectivamente, en el mar Adridtico (Montanari et al., 1999).

2.5. SEDIMENTO Y EL RECICLAJE DE LA MATERIA ORGANICA:

La composicion del sedimento en piscinas camaroneras estd sujeta a cambios temporales
como consecuencia de la adicién de alimento, el uso de fertilizantes y la acumulacién de
sales derivadas del agua marina y salobre, viéndose reflejado en la produccién final de
camarén (Boyd, 1995; Funge-Smith y Briggs, 1998). El sedimento juega un rol
importante sobre la calidad de agua, como fuente de varias sustancias disueltas y como
sumidero de nutrientes y particulas orgénicas (Masuda y Boyd, 1994; Bratvold y Browdy,
2001; Bhakta y Jana, 2002), siendo la dindmica del fésforo y la neutralizacion de la
acidez del suelo ejemplos cldsicos (Boyd, 1995; 2001). La cal es aplicada a estanques

para neutralizar acidez del suelo y mejorar la alcalinidad y dureza total al suministrar
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iones HCOs", los cuales neutralizan H* en el suelo, y el Ca®* puede desplazar AI**
adheridos a las particulas del suelo y precipitarlo como hidréxido de aluminio (Boyd,
1995). La acumulacién de materia orgdnica en los sedimentos causa la disminucién del
oxigeno disuelto en la interfase agua-suelo (Boyd, 1990; Wellsbury et al., 1996), y la
consecuente aparicion de substancias reducidas que pueden ser toxicas para el camarén
en cultivo como el amonio, sulfuro de hidrégeno y metano (Kassila, 2003). Por otro lado,
una porcién principal del nitrégeno (entre 14 y 38%) y la mayoria del fésforo (entre 31 y
84%) suministrados a estanques camaroneros son retenidos en los sedimentos (Briggs y
Funge-Smith, 1994; Funge-Smith y Briggs, 1998; Martin et al., 1998; Teichert-
Coddington et al., 2000; Jackson et al., 2003), enfatizando el rol positivo de los fondos de
piscinas camaroneras en mantener concentraciones adecuadas de nutrientes inorganicos

en la columna de agua.

En sistemas eutréficos, el sedimento actia como un sumidero de fésforo, mientras que en
sistemas oligotréficos actia como una fuente (Boyd, 1995). La capacidad de adsorcién y
precipitacion del fésforo en sedimentos es influenciada por un nimero de factores tales
como contenido inicial de fésforo en el sedimento, pH, potencial de 6xido-reduccion,
tension de oxigeno y concentraciones relativas de hierro (Shrestha y Lin, 1996a; Bhakta y
Jana, 2002; Hargreaves y Tucker, 2003). La tasa de pérdida de fosforo hacia los
sedimentos disminuye al incrementar la saturacion de fésforo en el sedimento a través del
aporte regular de fésforo, sea por fertilizacién o suministro de alimento balanceado (Boyd
y Musig, 1981). Recientes investigaciones han mostrado que midiendo la capacidad de
adsorcion del sedimento y su contendido en arcilla puede indicar hasta que grado el
fosforo soluble serd removido por el sedimento (Boyd y Munsiri, 1996; Hargreaves y

Tucker, 2003). Sin embargo, el fosforo puede ser liberado de los sedimentos,
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principalmente en condiciones anaerdbicas donde el fosfato de hierro es ligeramente mas
soluble que en condiciones aerdbicas (Boyd, 1995; Ritvo et al., 1998; Bhakta y Jana,
2002). Adicionalmente, el equilibrio del f6sforo entre el agua y el sedimento es regulado
por la toma del fitoplancton y macréfitas acudticas. Si el equilibrio es interrumpido por la
toma bioldgica, mas fésforo puede ser liberado del sedimento cuando el fosfato de hierro
y de aluminio son reducidos bajo condiciones anaerdbicas a la forma soluble (Boyd,1995;

Santacruz et al., 2003).

La nitrificacién u oxidaciéon del amonio a nitrato por parte de bacterias de los géneros
Nitrosomonas y Nitrobacter, ocurre tanto en la columna de agua como en el sedimento de
piscinas acuicolas, siendo mayor en la interfase agua-suelo (Hargreaves, 1998). La
densidad de bacterias nitrificantes en la superficie del sedimento es de 10° a 10°
células/cm®, representando de tres a cinco ordenes de magnitud superior que en la
columna de agua (10° a 10* células/mL) en estanques de cultivo intensivo de peces
(Hargreaves, 1998). El nitrato, producto final de la nitrificacién, puede funcionar a su
vez como aceptor final de electrones durante la oxidacién de la materia orgdnica y por lo
tanto suministrar energia para el crecimiento microbiano cuando la concentracién de
oxigeno cae por debajo de 0,2 mg/L, en un proceso denominado desnitrificaciéon. Funge-
Smith y Briggs (1998) estimaron que alrededor del 30% de nitr6geno que entra en
piscinas camaroneras se pierde a la atmdsfera por desnitrificacién o volatilizacién de
amonio, siendo comparable con resultados obtenidos por Gross et al. (2000) en piscinas
de bagre de canal (174% y 12,5% para desnitrificacion y volatilizacion,
respectivamente). Estos resultados enfatizan la importancia de la conversion bacteriana
de los compuestos nitrogenados a nitrégeno molecular en piscinas acuicolas. Aunque la

desnitrificacion es tradicionalmente considerada una via importante para la pérdida de
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nitrégeno, Burford y Longmore (2001) encontraron que menos del 2% de la entrada total
de nitrégeno en piscinas intensivas de cultivo de camarén en Australia fue perdido via
desnitrificacién y argumentan que podria ser el resultado de una limitacién por el
sustrato. Hargreaves y Tucker (2003), trabajando con bagre de canal, encontraron que el
factor mas probable influenciando la tasa de desnitrificacion es la disponibilidad de

nitrato.

La acumulacion de residuos orgdnicos en sedimentos de piscinas acuicolas, resultado de
la sedimentacién del fitoplancton, alimento no consumido, fertilizantes y heces de los
animales en cultivo (Boyd, 1995; Martin et al., 1998), suministra una fuente esencial de
carbono para la actividad bacteriana (Baldwin et al., 1997). Jana y Roy (1985) reportan
para sedimentos de piscinas de cultivo de carpa concentraciéon para bacterias
mineralizadoras de entre 10* y 10° células/g. La tasa de degradacién del material
orgdnico es afectada por la eficiencia de la conversion bacteriana y el radio C:N del
sustrato (Tezuka, 1990; Avnimelech et al., 1995). Las bacterias generalmente contienen
10% de nitrégeno y 50% de carbono en base a materia seca, con una eficiencia de
asimilacién de carbono del 5% (Boyd, 1995), por lo que una relaciéon de 5C:1N en la
materia orgdnica asegura su total descomposicién (Boyd y Tucker, 1998). Un sustrato
con un bajo radio C:N se descompondrd mds rdpidamente (1abil) con mineralizacién de
nitrégeno orgédnico, mientras que un residuo con un alto radio C:N se descompondré lenta
e incompletamente (refractario) con inmovilizacién de nitrégeno inorgdnico soluble
(Powlson, 1993; Boyd, 1995; Golterman, 1995). Sustratos conteniendo quitina son
fuertemente colonizados por representantes de Vibrio spp. que mineralizan este

polisacérido insoluble (Montanari et al., 1999).
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La descomposicién de la materia orgénica acumulada en el sedimento favorece la
formacion de condiciones anaerdbicas y la liberaciéon en la columna de agua de
componentes toxicos para el camarén tales como amonio, iones ferrosos, sulfuro de
hidrégeno y metano (Boyd, 1990; Hopkins et al., 1994; Hargreaves, 1998; Alongi et al.,
1999; Bhakta y Jana, 2002; Kassila, 2003). Aunque la oxidacién de la materia orgédnica
procede mads eficientemente utilizando el oxigeno como aceptor final de electrones,
también puede ocurrir bajo condiciones anaerdbicas utilizando aceptores de electrones
alternativos (Hargreaves y Tucker, 2003). Varios autores afirman que la mayor
descomposicion en sedimentos toma lugar en la capa anaerébica donde la calidad de la
materia orgdnica acumulada es baja y relativamente refractaria a la descomposicion

(Kristensen et al., 1995; Hargreaves, 1998; Hargreaves y Tucker, 2003).

Camarones penaeidos se alimentan selectivamente de tejidos vegetales, alimento
balanceado y partes de crusticeos (Focken et al., 1998). La dieta de camarones en
estanques extensivos y semi-intensivos estd compuesta principalmente de alimento
natural debido a que el fondo de los estanques son ricos orgdnicamente y ofrecen una
variedad de fuentes de alimento (Nunes et al., 1997). El bentos, principalmente el grupo
de los nemdtodos, representa un alimento rico para el camarén y su biomasa depende de
la productividad fitoplancténica (Martinez-Cérdova et al., 2002), sin embargo, no se
mantiene una alta biomasa durante todo el ciclo de cultivo (White, 1986). Estanques
intensivos de camardn con cero recambio de agua contienen una alta densidad de fl6culos
bacterianos ricos en bacterias y fitoplancton, suministrando una fuente potencial de
alimento para el camarén (Mclntosh et al., 2000; Tacon et al., 2002; Burford et al.,
2003). Conteos bacterianos totales en la columna de agua de estanques camaroneros

intensivos variaron entre 3,64 y 5,06x107 UFC/mL, donde del 27 al 51% de las bacterias
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fueron asociadas con particulas floculadas y se demostré que entre el 1 y 3% del
nitrégeno particulado retenido en el camar6n derivd principalmente de los floculos
particulados (Burford et al., 2003). El alimento balanceado nunca excede el 50% del
contenido estomacal (Focken er al., 1998). Gamboa-Delgado et al. (2003) analizando el
contenido estomacal de L. vannamei encontraron que el material vegetal representd el
30% para camarones de 6 a 10 g, detritus entre el 58 y 62% para camarones entre 2 y 4 g
y el alimento balanceado contribuyé con un maximo de 20% para camarones de 6 g.
Nunes et al. (1997) demostraron que la biota natural en estanques semi-intensivos fue la
principal fuente de alimento para Litopenaeus subtilis, mientras que el alimento
balanceado constituyé el 16% del contenido estomacal. Por tanto, una vez que el valor
nutricional del alimento natural ha sido considerado, férmulas de alimento y esquemas de

alimentacién deben ser optimizados (Focken et al., 1998).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO EXPERIMENTAL.

Los experimentos se realizaron en 24 tanques rectangulares de fibra de vidrio con
capacidad de una tonelada cada uno, en el set experimental exterior #20 de la Fundacion
CENAIM-ESPOL, ubicado en San Pedro de Manglaralto (provincia del Guayas,
Ecuador) a 02° 00' de latitud sur y 80° 45' longitud oeste (Fig. 1). Cada tanque fue
llenado con agua del canal reservorio de la estacion experimental de la Fundacién
CENAIM-ESPOL (Palmar, Provincia del Guayas, Ecuador), ubicada a 10 km al sur de las
instalaciones principales. Para homogeneizar la columna de agua, se instalé un sistema
de aireacion con piedra difusora en cada tanque suministrando aire desde las 1900 hasta
la 0700 cada noche. EIl trabajo de investigacion consistié en dos experimentos con
duracién de 30 dias cada uno. El primer experimento abarcé desde el 30 de marzo hasta
el 27 de abril del 2004, mientras el segundo experimento comprendié desde el 11 de

mayo hasta el 8 de junio del 2004.

En el primer experimento se aplic fertilizantes inorgénicos empleando urea (45% de N)
y fosfato diaménico (18% de N y 48% de P2Os), con un disefio factorial 2x2
completamente aleatorizado. EIl primer factor correspondié al efecto de la fertilizacion
con dos niveles: (1) una tasa de fertilizacion 10N:1P para lo cual se hicieron dos
aplicaciones semanales de 1,0 mg N/L y 0,1 mg P/L y (2) un control sin adicién de
nutrientes. El segundo factor correspondié a la presencia o ausencia de una capa de
sedimento (5 a 8 cm) recogido de la estacion experimental de la Fundacion CENAIM-

ESPOL, en el fondo de los estanques.
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San Pedro de
Manglaralto -

OCEANO
PACIFICO

Figura 1: Localizacion geogréfica del lugar de estudio.

En el segundo experimento se aplicé como fertilizante orgdnico un alimento balanceado
comercial (35% de proteina y enriquecido con vitamina C), empleando un disefio factorial
2x2 completamente aleatorizado. El primer factor correspondié al efecto de la
fertilizacion con dos niveles: (1) adicion de alimento a través de aplicaciones diarias de
1,0 g alimento por tanque (correspondiente a una relacion 7N:1P) lo que representa el
40% de una dosis equivalente a 25 kg/ha/dia y simula el aporte a través de alimento no
consumido y heces en un sistema tradicional de cultivo semi-intensivo de L. vannamei y
(2) un control sin adicion de alimento. El segundo factor correspondié a la presencia o
ausencia de una capa de sedimento (5 a 8 cm) como en el primer experimento. Ambos
experimentos consistieron de cuatro combinaciones de los factores (2x2) con seis réplicas

(Tabla 1).
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Tabla 1: Disefio experimental y descripcién de las combinaciones de los factores para

los dos experimentos.

Régimen de fertilizacion Con sedimento Sin sedimento
Experimento 1 — Fertilizaciéon Inorganica
Sin adicién de nutrientes Control con sedimento Control sin sedimento
10 mg N/L + 0,1 mg P/L 10N:1P con sedimento 10N:1P sin sedimento
Experimento 2 — Fertilizacion Organica
Sin adicién de alimento Control con sedimento Control sin sedimento
Alimento balanceado Alimento con sedimento Alimento sin sedimento

El promedio de la temperatura y la salinidad registradas a las 0700 fueron 27,3 °C y 44,6
g/L, respectivamente, para el primer experimento. Para el segundo experimento los
valores de temperatura y salinidad cayeron a 25,1°C y 40,9 g/L, respectivamente. Para
ambos experimentos, se recolectaron muestras de agua al inicio del ensayo y luego
semanalmente para evaluar la composicion del fitoplancton y zooplancton, cuantificar los
niveles bacterianos y evaluar las concentraciones de fosfato soluble reactivo, nitrégeno
amoniacal total y nitrégeno disuelto y de los sélidos. Asimismo, muestras de suelo al
inicio y final de cada experimento fueron recolectadas para determinar el pH, porcentaje

de materia orgdnica y concentracioén de fosforo.

3.2. DESCRIPCION Y CUANTIFICACION DEL PLANCTON:

Se estim6 la biomasa de fitoplancton a través de la clorofila a, por lo cual se tomé6 1 L de
agua en la parte central de cada tanque y se filtré entre 100 y 500 mL a través de un filtro
Whatman GF/F (poro de 0,7 um). Luego la concentracién de clorofila a fue medida por
colorimetria después de una extraccién con una solucién de acetona:metanol (5:1) a
temperatura de 65°C y correccién por feofitina con adicién de HCI (Pechar, 1987). A su
vez, 50 mL de agua no filtrada se preservé con 600 uL de Lugol para determinacién y
conteo de fitoplancton con la cdmara de Sedgwick-Rafter y un microscopio de luz a una

magnificacién de 200X (APHA et al., 1998). El fitoplancton fue clasificado hasta el
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nivel de género para cianobacterias y flagelados, mientras las diatomeas fueron agrupadas
en Pennales o Centrales. Nitzchia spp. fue evaluada como un grupo adicional dada la
importancia que mostré dentro de las diatomeas. Se utilizé las claves presentadas por
Cocke (1967), Jiménez (1983) y Tomas (1997). Las cuantificaciones fueron expresadas

en nimero de organismos por mililitro (org/mL).

De cada tanque se filtr6 8 L de agua a través de una malla de 30 um y se concentré en un
volumen de 25 mL preserviandose con 25 mL de una solucién sucrosa-formalina al 10%
para determinaciéon y conteo de zooplancton con la cdmara de Sedgwick-Rafter y un
microscopio de luz a una magnificacién de 100X (APHA et al., 1998). El zooplancton se
clasificé hasta el nivel de género para los rotiferos y tintinidos, mientras los copépodos
fueron agrupados en nauplios o adultos. Se utilizaron las claves presentadas por Yamaji
(1973) y Jiménez (1983). Las densidades fueron expresadas como nimero de organismos
por litro (org/L) después de una correccion por el factor de concentracién (160x) en la

preservacion de la muestra inicial.

3.3. DESCRIPCION Y CUANTIFICACION DE LAS BACTERIAS:

Entre 150 y 200 mL de agua fueron colectados en frascos estériles para cuantificacion de
bacterias totales (epifluorescencia) y Vibrio spp. (agar TCBS). Para las bacterias totales,
9 mL de agua fue fijada con 1 mL de glutaraldehido al 5%, luego tefiida con naranja de
acridina al 0,01% en proporcién 1:1 (v:v) y finalmente filtrada al vacio (filtro de
policarbonato con poro de 0,22 um). La cuantificacion de las bacterias sobre el filtro se
realizé con la ayuda del micrometro de Whipple y un microscopio de epifluorescencia a
una magnificacién de 400X (APHA et al., 1998). Para la cuantificacién de Vibrio spp. se

sembrd la muestra directamente (sin dilucion) en placas petri por duplicado y se incubd
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entre 28 y 30°C durante 24 horas (Colwell, 1984). Las cuantificaciones bacterianas se
expresaron en células y Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por mililitro de agua

muestreada para bacterias totales y Vibrio spp., respectivamente.

3.4. ANALISIS DE LOS NUTRIENTES Y SOLIDOS:

Se filtr6 100 mL de agua a través de un filtro Whatman GF/F (poro de 0,7 um) para
remover la materia particulada y determinar las concentraciones de fosfato soluble
reactivo (SRP), nitr6geno amoniacal total (TAN) y nitrégeno disuelto (DN). Las
concentraciones de SRP fueron determinadas a través del método del dcido ascérbico
(APHA et al., 1998), mientras las concentraciones de TAN fueron determinadas a través
del método del fenolhipoclorito (Solérzano, 1969). La digestién para DN se hizo con el
método del persulfato de potasio en condiciones bésicas y la deteccién por reduccion de

los nitratos en una columna de cadmio y deteccién por colorimetria (APHA et al., 1995).

De la parte central de cada tanque, se tom6 400 mL de agua para el andlisis gravimétrico
de los diferentes componentes de la materia organica e inorgdnica (APHA et al., 1998).
Los sdlidos totales (TS) fueron medidos después de 24 horas de secado de una muestra
original de 40 mL a 104°C. Posteriormente, la muestra fue llevada a 550°C por 30
minutos para estimar la materia inorgdnica total (TIM). La materia orgdnica total (TOM)
fue estimada por diferencia entre las dos variables anteriores. De la misma manera, los
sOlidos suspendidos totales (TSS) fueron medidos en base a una muestra de 100 mL de
agua recogida sobre filtros Whatman GF/F secados durante 24 horas a 104°C. Después
de 30 minutos a 550°C, el filtro fue pesado para determinar la materia inorgédnica
particulada (PIM). La concentraciéon de la materia orgdnica particulada (POM) fue

estimada por diferencia entre las dos variables anteriores. Los componentes de la
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fraccion disuelta (TDS, DIM y DOM) fueron estimados por diferencia entre las medidas

totales y las medidas de la materia particulada.

3.5. VARIABLES DE LA CALIDAD DEL SUELO:

Para determinar la condicién del suelo, se recolectaron muestras (5 cm de profundidad en
seis puntos en cada tanque) al inicio y final de cada experimento para determinar el
porcentaje de materia orgdnica por ignicion (APHA et al., 1998) y los valores del pH en
una solucién 1:1 (p:v) suelo seco:agua destilada (Boyd, 1995). Se evalu6 la
concentracion total de P por ignicién de la muestra durante una hora a 550°C seguida por
una extracciéon con una solucién de H2SO4 1 N y deteccidon por el método del acido
ascorbico (Shrestha y Lin, 1996b). Ademds se realizaron las estimaciones de las
concentraciones de la fraccién del P asociada con los iones de aluminio y hierro y la

fraccion del P asociada con los iones calcio (Olsen y Sommers, 1982).

3.6. ANALISIS DE DATOS:

El andlisis de varianza (ANOVA, medidas repetidas) fue utilizado para determinar si
existian diferencias significativas entre los tratamientos. No obstante, para cumplir con
las asunciones de homogeneidad de varianzas (prueba de Levene), algunas variables
fueron transformadas (ver Anexo 1). Cuando se declaré significancia, la prueba de
Scheffé fue utilizada para la comparacion multiple de medias. Para clorofila a, SRP y
TAN una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis con rangos multiples fue utilizada,
mientras que una prueba no paramétrica de Mann-Whitney fue utilizada para determinar
diferencias significativas por efecto de adiciéon de nutrientes y presencia de sedimento.

Se utiliz6 ANOVA de una via para determinar diferencias significativas entre las
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variables de calidad del suelo. En todos los casos se utilizé un nivel de significancia (o)

del 5%.

Se realizé un Andlisis de Componentes Principales (ACP) en cada experimento para
disminuir el nimero de variables y facilitar la interpretacion de los patrones encontrados.
Para cumplir con los requisitos de la prueba de ACP (Pla, 1986), los datos fueron
previamente estandarizados (variable con media cero y varianza unitaria). La seleccion
de los componentes que expresaron el mayor porcentaje de variabilidad de los datos
sigui6 el criterio de Kaiser (eigenvalue>1). Los coeficientes de correlacion entre las
variables originales y cada componente >0,5 en valor absoluto fueron significativos
(Subas, 1994). El factor fertilizacién fue transformado en variables continuas en base a
las cantidades de N y P aplicadas en cada experimento. En el caso de los fertilizantes
inorgdnicos, estas cantidades fueron calculadas en base a su composiciéon y las dosis
utilizadas. Para el alimento balanceado, la cantidad de N aplicada fue estimada en base al
porcentaje de proteinas (35%) y la proporcion de N en proteinas (16%). Se tomo el valor
reportado por Teichert-Coddington et al. (2000) de 0,84% como cantidad promedio de P

para el alimento comercial.

Finalmente, se realizé un andlisis de regresion multiple del tipo “Forward Stepwise” con
un nivel de significancia del 5%, utilizando las variables que presentaron una alta
correlaciéon con los componentes principales y previamente normalizadas, para poder
predecir el comportamiento del fitoplancton, de las bacterias totales y de Vibrio spp. El
tipo “Forward Stepwise” considera una variable significativa dentro del modelo de
regresion siguiendo el criterio del estadistico F (F>1). Algunas variables fueron

transformadas para cumplir con la asuncién de normalidad (prueba de Kolmogorov-
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Smirnov), sin embargo, para facilidad de interpretacion, las ecuaciones de regresion lineal
multiple se muestran sin variables transformadas (ver Anexo 2 para ecuaciones con
transformacioén). En todos los andlisis, se utilizé el programa estadistico STATISTICA®

4.1 (1994-2000, StatSoft, Oklahoma, EE.UU.). Para facilidades de interpretacion, los

datos son presentados sin transformacién como media + desviacién estdndar.
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4. RESULTADOS

4.1. EFECTO DE LA FERTILIZACION INORGANICA:

4.1.1. Variables de calidad de agua :

Las concentraciones promedio de clorofila a incrementaron con la fertilizacién inorgénica
(p<0,01; Tablas 2 y 3). No obstante, dentro del mismo grupo no se presentaron
diferencias entre presencia o ausencia de sedimento (p=0,06). Hubo un efecto del tiempo
sobre las concentraciones de clorofila a (p<0,01) que alcanzaron mayores valores en la
segunda y cuarta semana (Fig. 2a). En los conteos de fitoplancton, los efectos principales
debido a la fertilizacién y el tiempo indicaron conteos promedio mds altos para el grupo
“ION:1P” (p<0,01; Tabla 2) y las mayores abundancias de fitoplancton (2.170x10°

org/mL) fueron alcanzadas a la tercera semana del muestreo (p<0,01).

La poblacion del fitoplancton estuvo conformada por tres grupos: cianobacterias,
diatomeas y flagelados. Las cianobacterias fueron el grupo dominante representando
entre 35 y 100% de la poblacion (Tabla 3) y mostraron valores mayores en la segunda y
tercera semana (Fig. 2b). Ademds, los conteos mayores (2.123x10° y 1.626x10* org/mL)
estuvieron asociados al grupo “10N:1P”, sin embargo, no se hallaron diferencias
significativas para el efecto interaccion “fertilizante x sedimento” (p=0,38; Tabla 3). Los
géneros encontrados fueron Aphanotece, Chroococcus y Synechococcus para las
cianobacterias Chroococcales, mientras que en las Hormogonales destacaron Oscillatoria
y Spirulina. Las Chroococcales fueron dominadas por Synechococcus spp. que
representd entre el 18 y 99% de la poblacién total, mientras Oscillatoria spp. dominé las

Hormogonales representando entre 1 y 79% de los conteos totales.
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Tabla 2: Valores p obtenidos de ANOVA medidas repetidas y Kruskal Wallis (*) para
los efectos principales fertilizaciéon (F), sedimento (S), tiempo (T) y sus
interacciones para las variables de calidad de agua evaluadas durante el

experimento de fertilizacién inorgénica.

Variable F S T FxS FxT SxT FxSxT
Clorofila a (ug/L)* <0,01 0,06 <001 <001 -—-- -—-- -—--
Fitoplancton (org/mL) <0,01 0,21 <0,01 0,49 0,02 0,72 0,52
Cianobacterias <0,01 0,31 <0,01 0,38 0,02 0,81 0,60
Aphanotece 0,66 0,01 <0,01 0,09 0,20 0,51 0,60
Synechococcus <0,01 0,51 <0,01 0,17  <0,01 0,69 0,52
Oscillatoria 0,04 0,27 <0,01 0,18 0,78 0,05 0,03
Spirulina <0,01 0.03 <0,01 0,79 0,45 0,05 0,91
Diatomeas <0,01 0,05 0,17 0,11 <0,01 0,24 0,12
Pennales 0,84 0,39 0,05 0,97 0,96 0,01 0,56
Centrales 0,13 0,61 <0,01 0,60 0,07 0,55 0,36
Nitzchia <0,01 0,26 0.01 0,05 <001 0,92 0,56
Flagelados 0,03 0,17 0,08 0,16 0,09 0,62 0,60
Zooplancton (org/L) <0,01 0,11 <0,01 0,23 <001 0,04 0,11
Rotiferos 0,01 0,08 <0,01 0,02 0,30 0,28 0,04
Brachionus 0,02 0,57 <0,01 0,19 0,34 0,51 0,04
Colurella* 0,01 0,05 0,30 <0,01 -—-- -—-- -—--
Proales 0,23 0,03 0,02 0,03 0,21 0,21  <0,01
Nauplios de copépodos 0,65 0,70 <0,01 0,90 0,95 0,15 0,33
Copépodos adultos 0,99 <0,01 <0,01 0,13 0,02 0,02 0,41
Tintinidos 0,17 0,94 <0,01 0,65 0,78 0,43 0,03
Bacteria total(células/mL) <0,01 <0,01 <0,01 0,63 <0,01 0,03 <0,01
Vibrio spp (UFC/mL) 0,01 0,07 0,19 0,01 <0,01 0,31 0,46
SRP (mg/L)* 0,16 0,27 <001 0,06 -—-- -—-- -—--
TAN (mg/L)* <0,01 0,74 <001 <0,01 -—-- -—-- -—--
DN (mg/L) <0,01 0,15 <0,01 <001 0,26 0,94 0,81
TS (mg/L) 0,27 <0,01 <0,01 0,38 0,76  <0,01 0,73
TIM 0,26  <0,01 <0,01 0,44 0,68 0,05 0,74
TOM 0,47 <001  <0,01 0,20 0,07  <0,01 0,50
TDS (mg/L) 0,25 <0,01 <0,01 0,38 0,70  <0,01 0,71
DIM 0,24 <0,01 <0,01 0,45 0,66 0,05 0,72
DOM 0,41 <0,01  <0,01 0,19 0,06 <0,01 0,52
TSS (mg/L) <0,01 <0,01 <0,01 0,93 <001 0,20 0,11
PIM 0,01 <001 <0,01 046  <0,01 0,26 0,10

POM <0,01 0,64 <001 0,09  <0,01 0,23 0,56
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Tabla 3: Promedio por tratamiento de las variables de calidad de agua (+ desviacion
estdndar) evaluadas durante el experimento de fertilizacién inorgénica.
. Control sin Control con 10N:1P sin 10N:1P con
Variable . . . )
sedimento sedimento sedimento sedimento
Clorofila a (ug/L) 21+10 18+ 12 148 £99 106 +£98
Fitoplancton (10* org/mL) 592 +£470 386 £349 1.710+1.422 2.128 +£2.712
Cianobacterias (10* org/mL) 591 £470 385+349 1.626 +£1.409 2.123+1.713
Aphanotece 4+£5 27 +£29 5+£7 17 £26
Synechococcus 569 +450 347+332  1.301 £1.198 1.984 +2.587
Oscillatoria 12+ 14 9+11 141 £ 158 70 £ 112
Spirulina 610 2+5 179 £ 255 53 +78
Diatomeas (10 org/mL) 11£19 712 810+ 1.222 3776
Pennales 3+11 2+5 3+£10 1£5
Centrales 615 2+5 4+19 27
Nitzchia 2+5 3+8 745 £1.208 33+76
Flagelados (org/mlL.) 39 +132 57 £227 3.278 +8.504 845 +4.629
Zooplancton (org/L) 919 £ 273 1.170 £ 510 1.304 + 446 1.342 £ 442
Rotiferos 414 £282 452 +£334 710 £ 339 477 £236
Brachionus 349 + 261 385 +288 530 £ 253 442 +£208
Colurella* 5+26 10£54 46 + 87 13 £49
Proales 60 + 105 57 £ 136 125 £ 115 38 +78
Nauplios de copépodos 115+ 124 123 + 154 125 £ 173 141 £ 197
Copépodos adultos 303 £206 485 + 367 325 +£439 593 +376
Tintinidos 101 + 161 110 £ 134 144 + 135 132 £ 115
Bacteria total(10° células/mL 21£7 17+6 38+ 18 29+11
Vibrio spp (UFC/mL) 133 £ 174 36 +44 32 +64 40 + 83
SRP (mg/L)* 0,01 £0,01 0,01 £0,01 0,02 +0,02 0,02 +0,01
TAN (mg/L)* 0,02 +0,02 0,03 +0,03 0,22 +0,40 0,30 £0,74
DN (mg/L) 0,68 +0,24 0,84 +0,29 1,62 +0,90 1,50 £ 0,96
TS (mg/L) 48.687 £5.807 56.188 £6.139 46.110£5.850 55.902 +6.712
TIM 42.545 +5.385 48.614 £5.278 40.430+5.108 48.196 +5.551
TOM 6.142 + 708 7.574 £ 996 5.680+£842 7.706 £1.517
TDS (mg/L) 48.319 £5.762 55774 £6.075 45.679 £5.779 55.425 +6.643
DIM 42255 +5.348 48.285+5.220 40.112+5.060 47.822 +5.491
DOM 6.064 =702 7.489 £ 991 5.567+821 7.603+1.510
TSS (mg/L) 368 +76 414 £76 428 £ 122 477 £ 120
PIM 290 + 64 329 + 66 318 +£97 374 + 96
POM 78 £ 17 85+16 113 +38 103 £ 31

El segundo grupo en importancia fueron las diatomeas que representaron entre 1 y 64%
de la poblacioén fitoplancténica (Tabla 3). Sus conteos fueron mas altos en los tanques sin
presencia de sedimento (p=0,05; Tabla 2) y recibiendo fertilizantes (p<0,01; Tabla 2). No
obstante, los conteos se mantuvieron a través del tiempo (p=0,17; Fig. 2c). Las diatomeas

centrales presentaron conteos mayores en la tercera semana (p<0,01), mientras que para
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las diatomeas pennales se registraron en la primera semana (p=0,05). Tanto para las
diatomeas centrales como para las pennales, los efectos principales debido a la

fertilizacién y el sedimento no fueron significativos (Tabla 2).
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400 8000
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Figura 2: Evolucién en el tiempo para variables de calidad de agua del régimen de
fertilizacion inorganica: (a) clorofila a, (b) conteos de cianobacterias, (c)
conteos de diatomeas, (d) densidades de zooplancton, (e) conteos de bacterias
totales y (f) conteos de Vibrio spp.



31

Los conteos mds altos para Nitzchia spp. fueron asociados con los tanques que recibieron
fertilizantes (p<0,01), sin encontrar diferencia entre los tanques con y sin sedimento
(p=0,26). Ademas, se registraron los conteos mads altos al final del experimento (p=0,01).
Finalmente, los flagelados fueron representados por el género Cryptomonas y presentaron

conteos mas altos para el grupo “10N:1P” (p=0,03; Tabla 2).

Los conteos promedio para zooplancton oscilaron entre 919 y 1.342 org/L (Tabla 3),
donde los efectos principales debido a la fertilizacion y el tiempo tuvieron un efecto
significativo (p<0,01; Tabla 2). Se registraron conteos mds altos en los tanques que
recibieron fertilizantes y se observaron las mayores densidades en la primera semana
(1.473 org/L) para después disminuir en la segunda y tercera semana (Fig. 2d). Se
clasificé el zooplancton en cuatro grupos: nauplios de copépodos, copépodos adultos,
rotiferos y tintinidos. Los rotiferos fueron en promedio el grupo mds abundante,
constituyendo entre el 6 y 99% del zooplancton total (Tabla 3). La mayor densidad (710
org/L) estuvo asociada a la combinacion de los factores “10N:1P sin sedimento” (efecto
interaccion con p=0,02). Ademads, los conteos de rotiferos fueron més altos en promedio
en la primera semana del experimento (p<0,01). Tres géneros fueron identificados:
Brachionus, Proales y Colurella. FEl género Brachionus fue el mds representativo
constituyendo entre el 1 y 99% del total de rotiferos. La adicién de nutrientes incrementd
sus conteos (p=0,02; Tabla 2) y se registré conteos mds altos una semana después del
inicio del experimento (533 org/L; p<0,01). Los géneros Colurella y Proales solo
alcanzaron entre el 1 y 33% del total de rotiferos y presentaron un efecto de interaccion
“fertilizacion x sedimento” con conteos mas altos para la combinaciéon “10N:1P sin
sedimento” (p<0,01 y p=0,03, respectivamente). Ademas, los efectos principales

sedimento y tiempo para las densidades de Proales spp. fueron significativos, con valores
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mads altos en los tanques sin sedimento (p=0,03; Tabla 2) y en la tercera semana del

experimento (p=0,02).

Los nauplios de copépodos representaron entre 1 y 40% de los conteos totales del
zooplancton (Tabla 3), y el efecto principal para los factores nutrientes y sedimento no
fueron significativos (p=0,65 y p=0,70, Tabla 2). No obstante, el efecto tiempo mostrd
diferencias significativas con densidades que alcanzaron méximos al principio del
experimento y en la tercera semana (258 org/L y 130 org/L, respectivamente; p<0,01).
Los copépodos adultos representaron entre 1 y 79% de los conteos totales del zooplancton
y la presencia de sedimento incrementé sus conteos (p<0,01; Tabla 3). Ademads, la
maxima densidad de copépodos adultos se registré al inicio del experimento (678 org/L)
para después disminuir progresivamente hasta alcanzar valores de 240 org/L al final del
experimento (p<0,01). Los tintinidos fueron el grupo menos abundante del zooplancton
(entre 1 y 33% de los conteos totales) y representados exclusivamente por el género
Tintinnopsis. Los tintinidos alcanzaron conteos médximos de 176 org/L en la primera

semana del experimento (p<0,01).

Los conteos de bacterias totales oscilaron entre 17 y 38x10° células/mL (Tabla 3), donde
los efectos principales asociados al sedimento y los nutrientes mostraron conteos mds
altos para los tanques sin presencia de sedimento (p<0,01; Tabla 2) 6 con fertilizacién
(p<0,01; Tabla 2). Las concentraciones incrementaron progresivamente desde un
promedio de 19x10° células/mL hasta alcanzar un méaximo de 37x10° células/mL en la
tercera semana para finalmente disminuir a valores de 24x10° células/mL al final del
experimento (p<0,01; Fig. 2e). Los conteos de Vibrio spp. mostraron efecto de
interaccion “fertilizacion x sedimento” (p=0,01), registrandose la mayor concentracion

para la combinacion “Control sin sedimento” (133 UFC/mL). En general, la adicion de
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nutrientes ocasiond una disminucién en los conteos de Vibrio spp. (p=0,01; Tabla 2) y no

se presento variacion en el tiempo (p=0,19; Fig. 2f).

Las concentraciones de SRP se mantuvieron en promedio por debajo de 0,02 mg/L (Tabla
3) y no se observo un efecto principal debido a la fertilizacién 6 el sedimento (Tabla 2).
No obstante, las concentraciones a través del tiempo fueron diferentes (p<0,01, Tabla 2),
alcanzando valores mayores en la segunda semana (0,02 mg/L) y manteniéndose hasta el
final del experimento. Las concentraciones de TAN fueron mayores en los tanques
recibiendo fertilizantes (p<0,01; Tablas 2 y 3). Ademads, mostraron un incremento
progresivo desde 0,03 mg/L al inicio del experimento hasta alcanzar el valor promedio
mads alto de 0,52 mg/L en la cuarta semana (p<0,01). EI efecto principal asociado a la
fertilizacion para las concentraciones de DN fue significativo (p<0,01; Tabla 2) con
valores mds altos en los tanques que recibieron nutrientes inorgénicos. Su evolucién en el
tiempo mostré un incremento progresivo desde 0,63 mg/L al inicio del experimento hasta

alcanzar 2,02 mg/L en promedio en la cuarta semana (p<0,01).

Las concentraciones promedio de los sélidos totales (TS) fueron mayores en los tanques
con presencia de sedimento (p<0,01; Tablas 2 y 3). Ademads, se not6 un incremento
progresivo en el tiempo desde una concentracion de 44.555 mg/L al principio hasta
alcanzar 58.629 mg/L en la cuarta semana (p<0,01). Las fracciones disuelta (TDS) y
particulada (TSS) presentaron un patrén muy parecido, con concentraciones mas altas en
los tanques con sedimentos (p<0,01 en ambos casos), al final del experimento (p<0,01

para TDS; Fig. 3a) y en la tercera semana (p<0,01 para TSS; Fig. 3b).
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Figura 3: Evolucion en el tiempo para los andlisis de s6lidos del régimen de fertilizacion
inorgdnica: (a) TDS, (b) TSS, (c) DIM, (d) PIM, (e) DOM y (f) POM.

En términos generales, las concentraciones de la materia inorgénica (TIM, DIM y PIM)

incrementaron con la presencia de sedimento (p<0,01 para todos los casos; Tabla 2) y a

través del tiempo (p<0,01 para todos los casos; Tabla 2) con las mayores concentraciones

asociadas a la cuarta semana para TIM y DIM y a la tercera semana para PIM (Fig. 3c,

3d). De igual manera, las concentraciones de la materia organica incrementaron en los

tanques con sedimento (a la excepcién de POM) y con el tiempo (p<0,01 para todos los
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casos; Tabla 2) para llegar a valores mdximos a la cuarta semana para TOM y DOM y a
la tercera semana para POM (Fig. 3e, 3f). Adicionalmente, las concentraciones de POM

fueron maés altas en los tanques recibiendo fertilizantes (p<0,01; Tablas 2 y 3).

4.1.2. Condicion del suelo:

Los porcentajes de materia orgédnica en el suelo fueron alrededor del 2,0% al inicio del
experimento para ambos grupos (p=0,65) y bajaron al final del experimento para llegar a
valores de 1,4% (p<0,01), sin encontrar diferencia entre el control y los tanques
recibiendo fertilizantes (p=0,68; Tabla 4). Los valores de pH no mostraron diferencias

entre grupos, tampoco variaron en el tiempo y se mantuvieron entre 8,05 y 8,17 (Tabla 4).

Tabla 4: Promedio de las variables de calidad del suelo (+ desviacién estandar)
evaluadas al inicio y final del experimento de fertilizacion inorgénica a través
de ANOVA de una via. Datos en la misma fila con diferente superindice y en
una misma columna con diferente cantidad de (*) son significativamente

diferentes (p<0,05).

VARIABLE CONTROL 10N:1P
Materia orgénica (%)
Inicio 2,02 [ 0,22%" 1,95 [0 0,28*"
Final 1,32 0 0,27%™ 1,39 [J 0,34%™
pH
Inicio 8,13 [1 0,09%" 8,05 1 0,15%"
Final 8,12 11 0,05%" 8,17 0 0,08%"
P asociado con Al y Fe (mg P/kg suelo)
Inicio 4+ 1% 4+ 1%
Final 8+ 18" 8 + 28"
P asociado con Ca (mg P/kg suelo)
Inicio 236 + 12*° 236 + 36"
Final 236 + 33%" 193 + 56"
P total (mg P/kg suelo)
Inicio 363 + 9% 365 + 25"
Final 356 + 9" 348 + 97
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Las concentraciones para las fracciones de f6sforo asociadas a iones 4cidos (Al y Fe), al
16n Ca bésico y de fésforo total en el suelo medidos al inicio y final del experimento se
muestran en la Tabla 4. La fraccion de fésforo asociada con los iones dcidos fue la mas
baja, representd entre 1 y 2% del P total e incrementd entre el inicio y final del
experimento (p<0,01), sin encontrar diferencias entre los tanques controles y los tanques
recibiendo fertilizantes. La fraccién de P asociada con el i6n Ca represent6 entre 55 y
66% del P total del suelo, sin presentar diferencias entre el grupo control y el grupo
fertilizado 6 en el tiempo (p=0,98 para “Control” y p=0,18 para “I10N:1P”). EIl mismo
comportamiento se observé para las concentraciones de fosforo total, con tendencia a la
disminucion en el tiempo para los tanques “lON:1P” pero sin encontrar diferencia

significativa (p=0,15).

4.1.3. Analisis de componentes principales v regresion multiple:

Para el andlisis de componentes principales (ACP), las variables evaluadas en el
experimento de fertilizacion inorgénica, sin incluir a los conteos de fitoplancton y el
factor sedimento, explicaron el 78,3% de la variabilidad total de los datos a través de
cuatro componentes (Tabla 5). De manera general, la salinidad (TS, TIM, TDS y DIM) y
la materia orgénica (TOM y DOM) estuvieron fuertemente relacionadas positivamente
con el primer componente y en menor proporcion, PIM y el tiempo (Tabla 6). El segundo
componente mostré asociacion negativa con el fitoplancton (clorofila a, TSS y POM), las
bacterias totales, la fertilizacion (N y P aportados con los fertilizantes), PIM y DN. Los
nutrientes solubles (SRP, TAN y DN) estuvieron asociados negativamente con el tercer
componente. Finalmente, el cuarto componente estuvo asociado positivamente con el

zooplancton y negativamente con las concentraciones de Vibrio spp.
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Tabla 5: Eigenvalores y varianza explicada por los componentes principales para el

experimento de fertilizacién inorgédnica.

Componente Eigenvalores Porcentaje explicado Porcentaje acumulado
1 6,374 33,5% 33,5%
2 4,849 25,5% 59,0%
3 2,412 12,7% 71,7%
4 1,248 6,6% 78,3%

Tabla 6: Coeficientes de correlacion entre variables originales y los componentes
principales (CP) para el experimento de fertilizacion inorganica. Coeficientes

mayores a 0,50 fueron considerados.

VARIABLE CP1 CP2 CP3 CP4

Clorofila a (ug/L) -0,05 -0,.86 -0,06 0,15
Zooplancton (org/L) -0,15 0,13 0,09 0,82
Bacterias totales (10 UFC/mL) -0,14 -0,55 -0,27 -0,03
Vibrio spp. (10> UFC/mL) -0,17 0,25 0,06 -0.57
Nitrégeno (mg/tanque) 0,14 -0,78 -0,46 0,16
Fésforo (mg/tanque) 0,14 -0.78 -0,46 0,16
SRP (mg/L) -0,03 -0,15 -0.80 -0,10
TAN (mg/L) 0,18 -0,11 -0.88 0,04
DN (mg/L) 0,29 -0,62 -0,63 0,04
TS (mg/L) 0,96 -0,12 -0,06 -0,02
TIM (mg/L) 0,94 -0,13 -0,06 -0,06
TOM (mg/L) 0,90 -0,03 -0,08 0,14
TDS (mg/L) 0.96 -0,11 -0,06 -0,02
DIM (mg/L) 0.94 -0,13 -0,06 -0,06
DOM (mg/L) 0,90 -0,01 -0,08 0,14
TSS (mg/L) 0,48 -0,78 0,09 -0,15
PIM (mg/L) 0,55 -0,68 0,12 -0,18
POM (mg/L) 0,14 -0,.86 -0,05 -0,01
Tiempo (semana) 0,61 -0,48 -0,20 -0,25

En base a los resultados de ACP se seleccionaron las variables para el andlisis de
regresion multiple. El primer componente estuvo relacionado con la salinidad y la
materia orgénica, por tanto se seleccioné TDS (mg/L) y DOM (mg/L) como las variables
representativas. POM no fue considerado porque representa basicamente el fitoplancton,
el cual fue también evaluado en términos de clorofila a (ug/L). Las otras variables

escogidas fueron: bacterias totales (10° células/mL), Vibrio spp. (10> UFC/mL),
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zooplancton (org/L), aportes en N (Ng) y P (Pr) a través de los fertilizantes inorgdnicos
(g/tanque), SRP (mg/L), TAN (mg/L) y DN (mg/L). Las variables seleccionadas como
dependientes para cada una de las ecuaciones de regresion fueron clorofila a, conteos de
bacterias totales y Vibrio spp, basdandose en los objetivos del trabajo. Todos los modelos
de regresion efectuados tuvieron una prediccidon altamente significativa (p<0,01), no

obstante, la variabilidad total explicada fluctué entre 10 y 62% (Tabla 7).

Tabla 7: Regresiones multiples obtenidas durante el experimento de fertilizacion
inorganica con sus respectivos coeficientes de determinacion ajustados. Ver

en el Anexo 2 las ecuaciones con las transformaciones realizadas para cada

variable.
Regresion p r
Y(Clorofilaa) = 1,930 — 0,717 (DN) — 0,359 (TAN) + 0,141 (Ny) + 001 6%
0,000086 (Zooplancton) — 0,000011 (TDS) ’ ¢
Y(Bacterias) = 3,850 + 0,434 (SRP) + 0,069 (Clorofila a) + 0,032 (Ng) —
0000021 (DOM) <0.01  36%
Y(Vibrio spp) = — 19,332 + 117,016 (DN) — 0,037 (Zooplancton) <0,01 10%

El modelo de regresion lineal para la concentracion de clorofila @ mostré una relacién
directa entre esta variable y el N aportado por el fertilizante y los conteos de zooplancton,
mientras que mostrd una relacioén inversa con el nitrégeno disuelto (DN y TAN) y los
solidos totales disueltos (TDS) (Tabla 7). Las bacterias totales mostraron relacion
positiva con las concentraciones de SRP, clorofila a y el N aportado por los fertilizantes,
mientras su relacién es inversa con DOM. La regresion lineal para los conteos de Vibrio
spp. explica solamente 10% de su variabilidad, indica una relacién positiva con el

nitrégeno disuelto y una relacion inversa con el zooplancton.
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4.2. EFECTO DE LA FERTILIZACION ORGANICA:

4.2.1. Variables de calidad de agua :

Las concentraciones de clorofila a fueron mayores en los tanques recibiendo alimento
(p<0,01; Tablas 8 y 9). Ademas, las concentraciones mds altas se encontraron desde la
segunda hasta la cuarta semana (p<0,01; Fig. 4a). Al evaluar los conteos de fitoplancton,
se encontraron efectos principales significativos para los factores alimento, sedimento y
tiempo (p<0,01 en todos los casos; Tabla 8). Los conteos més altos fueron asociados con
la adicion de alimento, la ausencia de sedimento y fueron incrementando progresivamente

para llegar a valores mas altos en la tltima semana de muestreo (Tabla 9).

Las cianobacterias fueron el grupo fitoplanctonico dominante representando entre 96 y
100% de la poblacion (Tabla 9). Al ser el grupo dominante, las cianobacterias presentan
un comportamiento igual al del fitoplancton en relacion con los tres factores principales
(Tabla 8). Se encontraron los conteos maés altos en los tanques con adicion de alimento,
ausencia de sedimento y al final del experimento (p<0,01 en todos los casos; Fig. 4b). El
género Synechococcus dominé dentro de las cianobacterias y represent6 entre 82 y 99%
de los conteos totales del fitoplancton (Tabla 9). Los conteos de Aphanothece spp., una
cianobacteria colonial de pequefio tamafio, fueron mads altos en los tanques con presencia
de sedimento (p<0,01; Tabla 8) y durante la tercera y cuarta semana (p=0,01; Tabla 8).
Los conteos de Oscillatoria spp., una cianobacteria filamentosa, fueron més altos en la
combinacion “Control sin sedimento” (p<0,01), ademds de incrementar en el tiempo

(p<0,01).
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Tabla 8:  Valores p obtenidos de ANOVA medidas repetidas y Kruskal Wallis (*) para
los efectos principales alimento (A), sedimento (S), tiempo (T) y sus
interacciones para las variables de calidad de agua evaluadas durante el
experimento de fertilizacion orgédnica.

Variable A S T AxS AxT SxT AxSxT
Clorofila a (ug/L)* <0,01 0,60 <0,01 <0,01 -—-- -—-- -—--
Fitoplancton (org/mL) <0,01 0.01 <0,01 0,06 0,06 <0,01 <001
Cianobacterias <0,01 0.01 <0,01 0,06 0,06 <0,01 <001
Aphanotece 0,83  <0,01 0,01 0.05 0.05 0,01 0.01
Synechococcus <0,01 <0,01 <0,01 0,06 0,04 <001 <0,01
Oscillatoria 0,20 0,86  <0,01 <0,01 0,32 <0,01 0,02
Spirulina 0,65 0,29  <0,01 0,34 0,04 0,13 0,17
Diatomeas 0,41 <0,01 <0,01 0,80 0,76 0,46 0,83
Pennales 0,82 0,76  <0,01 0,03 0,83 0,84  <0,01
Centrales 0,08 <0,01 <001 0,79 0,96 0,70 0,79
Nitzchia 0,93 0,46 0,72 0,22 0,04 0,56 0,70
Flagelados 0,26 1,00 0,56 1,00 0,83 0,13 0,56
Zooplancton (org/L) <0,01 0,80 <0,01 <001 0,25  <0,01 0,01
Rotiferos <0,01 0,06  <0,01 0,48 0,31 0,29 0,29
Brachionus 0,01 0,09  <0,01 0,93 0,20 0,16 0,22
Colurella* 1,00 1,00 0,55 0,57 - - -
Proales 0,16 046  <0,01 <001 0,65 0,41 0,99
Nauplios de copépodos 0,23 0,66 0,07 0.01 0,75 0,01 0,89
Copépodos adultos 0,27 0,20 0,03 0,27 0,01 0,08 0.05
Tintinidos <0,01 0,98 <0,01 0,11 0,12 0,89 0,22
Bacteria total(células/mL) <0,01 0,07 <0,01 0,06 0,07  <0,01 0,52
Vibrio spp (UFC/mL) <0,01 0,31 0,01 0,70 0,05 1,00 0,65
SRP (mg/L)* 0,76 1,00 0,09 0,57 -—-- -—-- -—--
TAN (mg/L)* 0,52 0,73 0,32 0,05 - - -
DN (mg/L) 0,04 0,17 <0,01 0,85 0,36 0,50 0,62
TS (mg/L) 0,63 <0,01 <0,01 0,29 0,97 0,02 0,56
TIM 0,70 <0,01  <0,01 0,56 0,99 0,51 0,27
TOM 0,20 0,02 0,64 0,90 0,81 0,63 0,47
TDS (mg/L) 0,59 <0,01 <001 0,24 0,98 0,02 0,61
DIM 0,74 <0,01 <001 0,54 0,99 0,47 0,28
DOM 0,20 0,02 0,67 0,87 0,82 0,62 0,46
TSS (mg/L) 0,17 0,01  <0,01 0,42 0,91 0,51 0,81
PIM 0,42 0,01 <001 0,98 0,83 0,61 0,92
POM 0,14 0,94 <0,01 0,08 0,20 0,38 0,36

Las diatomeas constituyeron el segundo grupo mds importante y llegaron a representar
hasta el 4% de la poblacion fitoplancténica (Tabla 9). La presencia de sedimento
disminuy6 los conteos totales de diatomeas (p<0,01; Tabla 8) y sus concentraciones
fueron mas altas en la segunda y tercera semana (p<0,01; Fig. 4c). Las diatomeas

centrales presentaron las mayores concentraciones en la segunda semana (p<0,01),
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mientras que las diatomeas pennales alcanzaron mayores concentraciones en la tercera
semana (p<0,01). Los efectos principales debido al alimento, sedimento y tiempo no
fueron significativos (p=0,93, p=0,46 y p=0,72, respectivamente; Tabla 8) para los
conteos de Nitzchia spp. Los flagelados representados exclusivamente por Euglena spp.,
fueron el grupo menos abundante y no mostraron diferencias para ninguno de los efectos

principales o sus interacciones (Tabla 8).

Tabla 9: Promedio por tratamiento de las variables de calidad de agua (+ desviacion

estdndar) evaluadas durante el experimento de fertilizacion orgénica.

Variable

Control sin

Control con

Alimento sin

Alimento con

sedimento sedimento sedimento sedimento

Clorofila a (ug/L)* 24+ 11 29+ 12 48 £ 22 34+£16
Fitoplancton (10° org/mL) 662 + 444 638 +£420 1.203 + 689 747 £ 575
Cianobacterias (10° org/mL) 657 £443 635 £420 1.195 £ 690 744 £ 575
Aphanotece 4+£5 22 +15 76 18+13
Synechococcus 639 £434 589 + 397 1.165 £ 673 707 £ 554
Oscillatoria 10+ 13 19+19 19+ 16 13+ 15
Spirulina 5+7 5+7 4+£6 6+10
Diatomeas (10 org/mL) 52 +£62 26 +43 72 £ 108 32 +46
Pennales 8+ 30 0£5 1£5 5+16
Centrales 42 £ 57 24 +43 68 +11 26 +43
Nitzchia 2+7 2+7 3+11 1+£5
Flagelados (org/mL) 86 + 470 86 £ 470 343 +1.117 343 +1.878
Zooplancton (org/L) 936 + 408 1.235 £ 571 1.727 £ 601 1.312 £ 358
Rotiferos 536 £ 302 507 £ 393 960 + 594 678 £ 394

Brachionus 477 £ 287 400 £ 338 782 £528 579 + 346

Colurella 5+30 0+£0 0+£0 11 +63

Proales 54 + 81 107 £ 110 178 £ 151 88 + 146
Nauplios de copépodos 135+ 174 304 + 400 267 £209 176 + 164
Copépodos adultos 216 £229 345 £319 334 £272 344 + 408
Tintinidos 49 + 78 79 £ 99 167 + 158 114 £ 118
Bacteria total(10° células/mL 10£2 10£2 16 £4 13+4
Vibrio spp (UFC/mL) 18 £20 16 £21 57 + 68 39 +£56
SRP (mg/L)* 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00
TAN (mg/L)* 0,02 £ 0,02 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00
DN (mg/L) 0,59 +0,17 0,56 + 0,14 0,66 + 0,26 0,62 + 0,20
TS (mg/L) 45.774 £1.330 48.514£2.655 45.674+1.670 48.793 +2.068
TIM 40.094 £ 1.329 42.466 £2.382 39.811 £2.756 42.525+1.793
TOM 5.680 + 454 6.048 £552 5.862 +1.592 6.268 + 536
TDS (mg/L) 45445 +1.323 48.166 £2.642 45.333 £ 1.664 48.481 +2.103
DIM 39.832 £1.329 42.187 £2.376 39.542 £2.756 42.272 +1.826
DOM 5.613 £453 5979 +£549 5791 £1.594 6.209 + 540
TSS (mg/L) 328 + 36 346 + 42 339 +28 349 + 45
PIM 264 + 30 277 £ 37 267 £ 23 281 + 36

POM 64 £ 15 69 £ 12 73+£13 68 £ 15
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Figura4: Evolucién en el tiempo para variables de calidad de agua del régimen de
fertilizacion organica: (a) clorofila a, (b) conteos de cianobacterias, (c)
conteos de diatomeas, (d) densidades de zooplancton, (e) conteos de bacterias
totales y (f) conteos de Vibrio spp.

Las mayores densidades para el zooplancton total estuvieron asociadas a los tanques
recibiendo alimento (p<0,01; Tabla 8) con conteos promedio de 1.312 org/L para los

tanques con sedimento y 1.727 org/L para los tanques sin sedimento (Tabla 9). Ademads,
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se registraron los conteos mds altos entre la primera y tercera semana para después
disminuir en la cuarta semana a valores de 953 org/L (p<0,01; Fig. 4d). Los rotiferos
fueron el grupo mas representativo del zooplancton, constituyendo entre el 7 'y 99% de los
conteos totales de zooplancton. Los conteos promedio més altos fueron asociados con los
tanques recibiendo alimento (p<0,01; Tabla 8) y se registr6 el valor promedio més alto en
la primera semana del experimento (p<0,01). Se identificaron a tres géneros; Brachionus,
Colurella y Proales. Brachionus spp. fue el género dominante constituyendo entre el 1 y
99% de los conteos totales de rotiferos, increment6 con la adicién de alimento (p=0,01) y
presenté densidades mds altas en la primera semana del experimento (p<0,01). Los
géneros Proales y Colurella llegaron a alcanzar hasta el 67% del total de los rotiferos.
Los conteos de Proales spp. fueron mas altos en la combinacion “Alimento sin
sedimento” (p<0,01) y en la primera y tercera semana del experimento (p<0,01), mientras
que Colurella spp. no presentd diferencias significativas para ninguno de los factores

principales (Tabla 8).

Los nauplios de copépodos representaron entre el 1 y 70% del zooplancton total, sin
obtener efectos principales significativos para los factores alimento, sedimento y tiempo
(Tabla 8). Sin embargo, se encontré mayores densidades en el tratamiento “Alimento sin
sedimento” (p<0,01: Tablas 8 y 9). Los copépodos adultos representaron entre el 1 y
94% del zooplancton total y alcanzaron conteos mads altos en la cuarta semana (p=0,03).
Los tintinidos del género Tintinnopsis fueron el grupo menos representativo del
zooplancton, incrementaron con la adicién de alimento (p<0,01) y alcanzaron su densidad
maxima en la tercera semana (174 org/L) para disminuir a valores de 12 org/L en la

cuarta semana (p<0,01).
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Los conteos de bacterias totales no fueron afectados por la presencia de sedimento
(p=0,07; Tabla 8), no obstante, sus densidades incrementaron con la adicién de alimento
(p<0,01) y alcanzaron valores més altos en la segunda y cuarta semana (p<0,01; Fig. 4e).
Los conteos de Vibrio spp. fueron mads altos en los tanques recibiendo alimento (p<0,01;
Tabla 8) e incrementaron progresivamente desde 12 UFC/mL al inicio del experimento

hasta alcanzar 63 UFC/mL en la tercera semana (p=0,01).

Los efectos principales alimento, sedimento y tiempo no fueron significativos para las
concentraciones de SRP y TAN (Tabla 8). Sin embargo, se not6 un efecto de la
interaccion “alimento x sedimento” sobre las concentraciones de TAN con valores mas
altos en la combinacion “Control sin sedimento” (p=0,05). Las mayores concentraciones
de DN estuvieron asociadas a los tanques recibiendo alimento (p=0,04), pero no se
observé un efecto de la presencia de sedimento (p=0,17). Adicionalmente, las
concentraciones de DN incrementaron desde 0,46 mg/L al inicio del experimento hasta

0,88 mg/L en la cuarta semana (p<0,01).

El efecto principal sedimento fue significativo para los sélidos totales, ocasionando
concentraciones mads altas en los tanques con sedimento (p<0,01; Tabla 8). La evolucién
en el tiempo mostré un incremento desde 44.529 mg/L al inicio del experimento hasta
49.786 mg/L en la dltima semana (p<0,01). Las fracciones disuelta (TDS) y particulada
(TSS) siguieron el mismo patrén con concentraciones mas altas en los tanques con
sedimentos (p<0,01 para ambas fracciones) y al final del experimento (p<0,01 para ambas

fracciones) (Fig. 5a, 5b).
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Figura 5: Evolucion en el tiempo para los andlisis de s6lidos del régimen de fertilizacion
orgénica: (a) TDS, (b) TSS, (c) DIM, (d) PIM, (e) DOM y (f) POM.

De manera general, las concentraciones de la materia inorganica (TIM, DIM y PIM) no
fueron influenciadas por la adicién de alimento (p>0,05 en todos los casos; Tabla 8),
incrementaron con la presencia de sedimento (p<0,01 para todos los casos) y a través del

tiempo (p<0,01 para todos los casos) con las mayores concentraciones en la cuarta
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semana para TIM y DIM y en la segunda semana para PIM (Fig. 5c, 5d). Las
concentraciones de materia orgdnica total (TOM) y disuelta (DOM) incrementaron con la
presencia de sedimento (p=0,02 en ambos casos), pero se mantuvieron en el tiempo (Fig.
Se). Las concentraciones de materia orgédnica particulada (POM) no presentaron
diferencias por la adicion de alimento ¢ la presencia de sedimento, no obstante,
incrementaron desde 58 mg/L al inicio del experimento hasta 82 mg/L en la dltima

semana (p<0,01; Fig. 5f).

4.2.2. Condicion del suelo:

Los valores iniciales de materia orgdnica en el suelo fueron en promedio de 2,25% vy
1,54% para los grupos “Control” y “Alimento”, respectivamente, sin mostrar diferencia
significativa entre grupo 6 cambiar en el tiempo (Tabla 10). Los valores de pH
incrementaron durante el experimento de fertilizacién organica (p<0,01 para el grupo
control y los tanques recibiendo alimento), no obstante, la comparacién entre los dos

grupos no mostré diferencias significativas (p=0,60 para el inicio y p=0,99 para el final).

La fraccién de fésforo asociada con los iones dcidos fue la més baja, represent6 entre 2 y
4% del P total e increment6 al final del experimento (p<0,01; Tabla 10). No obstante, la
comparacion entre los tanques controles y aquellos recibiendo alimento no mostraron
diferencias. La fraccién de P asociada con el ién Ca" represent6 entre 56 y 60% del P
total del suelo, sin presentar diferencias entre grupos (p=0,79 al inicio y p=0,25 al final) 6
en el tiempo (p=0,23 para el grupo “Control” y p=0,63 para el grupo “Alimento”). El
mismo patrén fue observado para las concentraciones de fésforo total, registrandose un
incremento en el tiempo pero sin encontrar diferencia significativa (p=0,28 para el grupo

control y p=0,39 para el grupo “Alimento”).
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Tabla 10: Promedio de las variables de calidad del suelo (* desviacion estandar)
evaluadas al inicio y final del experimento de fertilizacién orgdnica a través de
ANOVA de una via. Datos en la misma fila con diferente superindice y en

una misma columna con diferente cantidad de (*) son significativamente

diferentes (p<0,05).

VARIABLE CONTROL ALIMENTO
Materia orgénica (%)

Inicio 2,25 +0,74%" 1,54 £1,01%"

Final 3,03 +0,69%" 2,44 +0,99%"
pH

Inicio 8,14 £ 0,06*" 8,16 £ 0,05*"

Final 8,29 + 0,04*™ 8,29 £ 0,05%™
P asociado con Al y Fe (mg P/kg suelo)

Inicio 7 + 337 8 + 23"

Final 13 28 12 + 28
P asociado con Ca (mg P/kg suelo)

Inicio 183 + 154" 177 + 437

Final 197 + 20" 187 + 26"
P total(mg P/kg suelo)

Inicio 314 + 23" 318 £ 27"

Final 329 + 19" 329 + 10*

4.2.3. Analisis de componentes principales v regresion multiple:

Las variables consideradas en el andlisis de componentes principales (ACP), sin incluir a
los conteos de fitoplancton y el factor sedimento, explicaron el 74,2 % de la variabilidad
total de los datos a través de cinco componentes (Tabla 11). De manera general, la
salinidad (TS, TIM, TDS y DIM) y el tiempo estuvieron relacionados positivamente con
el primer componente (Tabla 12). El segundo componente mostré asociacion positiva
con el nitrégeno y fésforo aportados en el alimento, clorofila a, DN y bacterias totales.
La materia organica (TOM y DOM) estuvo asociada fuertemente con el tercer
componente. El cuarto componente tiene una asociaciéon positiva con los sélidos
particulados (TSS y PIM). Finalmente, el quinto componente tiene una relacién negativa

con el zooplancton y positiva con TAN.
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Tabla 11: Eigenvalores y varianza explicada por los componentes principales para el

experimento de fertilizacién orgénica.

Componente Eigenvalores Porcentaje explicado Porcentaje acumulado
1 4,574 24,1% 24.1%
2 3,798 20,0% 44.1%
3 2,156 11,3% 55,4%
4 2,152 11,3% 66,7%
5 1,410 7,4% 74,2%

Tabla 12: Coeficiente de correlacion entre las variables originales y los componentes

principales (CP) para el experimento de fertilizacion organica. Coeficientes

mayores a 0,50 fueron considerados.

VARIABLE CP1 CP2 CP3 CP4 CP5
Clorofila a (ug/L) 0,17 083 -0,05 0,20 0,16
Zooplancton (org/L) -0,28 0,19 0,00 0,10  -0.67
Bacterias totales (10 UFC/mL) -0,12 0,58 0,14 0,14 -0,28
Vibrio spp. (10> UFC/mL) -0,01 0,50 0,02 -0,09  -0,08
Nitrogeno (mg/tanque) 0,21 089 -0,09 0,08 -0,10
Fésforo (mg/tanque) 0,21 0,89 -0,09 0,08 -0,11
SRP (mg/L) 0,17 -0,14  -0,14 -0,33 0,03
TAN (mg/L) -0,24  -0,06 0,05 0,04 0,61
DN (mg/L) 0,38 0,60 -0,10 -0,12 0,43
TS (mg/L) 0.94 0,13 -0,17 0,11 0,00
TIM (mg/L) 0.94 0,11 0,20 0,10 0,00
TOM (mg/L) -0,01 0,05 -0,98 0,02 0,00
TDS (mg/L) 0.94 0,13 -0,17 0,10 0,00
DIM (mg/L) 0.94 0,11 0,20 0,10 0,00
DOM (mg/L) -0,02 0,05 -0,98 0,01 -0,01
TSS (mg/L) 0,26 0,08 -0,08 0,93 0,02
PIM (mg/L) 0,18 -0,11  -0,07 090 -0,11
POM (mg/L) 0,32 0,48 -0,06 0,48 0,30
Tiempo (semana) 0,64 0,46 -0,13 0,04 0,40

De acuerdo a los resultados del ACP y del mismo modo que en el primer experimento, se

seleccionaron las siguientes variables para el andlisis de regresion multiple: TDS (mg/L),

clorofila a (ug/L), bacterias totales (10> UFC/mL), Vibrio spp- (10> UFC/mL),

zooplancton (org/L), DOM (mg/L), aportes en N (Na) y P (Pa) a través del alimento
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(g/tanque), TAN (mg/L) y DN (mg/L). Ademas, se incluyé SRP (mg/L) que no mostrd
correlacion significativa con ninguno de los componentes pero que fue seleccionado con
fines de comparacion con el experimento de fertilizaciéon inorgdnica. Las variables
dependientes para cada una de las ecuaciones de regresion fueron clorofila a, conteos de
bacterias totales y Vibrio spp. Todos los modelos de regresion encontrados tuvieron una
prediccion altamente significativa (p<0,01), no obstante, la variabilidad total explicada

fluctué entre 21 y 56% (Tabla 13).

Tabla 13: Regresiones multiples obtenidas durante el experimento de fertilizacion
organica con sus respectivos coeficientes de determinacion ajustados. Ver en
el Anexo 2 las ecuaciones con las transformaciones realizadas para cada

variable.

Regresion P r’

Y(Clorofila )= 0,964 + 3,029 (TAN) + 0,687 (P.) — 0,281(DN) + 0,014(N,)
+ 0,006 (Vibrio spp.) + 0,004 (Zooplancton) + 0,000013 <0,01 56%
(TDS)

Y(Bacterias) = 4,562 — 11,281 (SRP) + 0,536 (P.) — 0,005 (Vibrio spp.) +
0,003 (Zooplancton) + 0,00001 (TDS) + 0,00001 (DOM)

Yibrio spp.) = 29,100 — 36,264 (TAN) + 10,029 (P.) — 4,208 (Bacterias) +
2,532 (Clorofila a) — 0,0002 (TDS)

<0,01 31%

<0,01 21%

El modelo de regresion lineal para la concentracion de clorofila @ mostré una relacion
positiva con el TAN, los nutrientes aportados en el alimento (Na. y Pa), los conteos de
Vibrio spp., el zooplancton y los TDS, mientras que mostré una relacion inversa con el
nitrégeno disuelto (DN) (Tabla 13). Las bacterias totales mostraron relacién positiva con
el P aportado por el alimento, los conteos de zooplancton, TDS y DOM e inversa con el
SRP y los conteos de Vibrio spp. Finalmente, los conteos de Vibrio spp. fueron
relacionados positivamente con el P aportado por el alimento y la concentracién de

clorofila a e inversamente con las concentraciones de TAN, bacterias totales y TDS.
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4.3. FERTILIZACION INORGANICA VERSUS FERTILIZACION ORGANICA:

Se compararon los resultados de ambos experimentos (fertilizacién inorgdnica y
orgdnica) a través de la prueba de los rangos multiples no paramétricos de Kruskal Wallis
(Tabla 14). Se encontré que las concentraciones de clorofila a fueron mayores en los
tanques recibiendo fertilizante inorgdnico (p<0,01). Eso fue comprobado con los
resultados de los conteos de fitoplancton, donde los valores mayores fueron obtenidos en
los tanques recibiendo fertilizantes (p<0,01), no obstante, sin encontrar diferencia entre
los regimenes inorgdnico y orgdnico. Ademds, los conteos variaron en el tiempo, con
maximos alcanzados en la tercera semana durante el experimento inorganico (p<0,01) y

en la cuarta semana durante el experimento de fertilizacién organica (p<0,01).

En ambos experimentos dominaron las cianobacterias y sus conteos mds altos estuvieron
asociados con los grupos “I10N:1P” y “Alimento” (p<0,01; Tabla 14). Synechococcus
spp. y Oscillatoria spp., los géneros mdas representativos de las cianobacterias
Chroococcales y Hormogonales respectivamente, mostraron diferencias entre las ocho
combinaciones (p<0,01) con mayores concentraciones asociadas a los tanques recibiendo
fertilizantes inorgénicos 6 alimento. Se confirma que Aphanotece spp. fue favorecida por
la presencia de sedimento (p<0,01) y que Spirulina spp. fue méds abundante en el

experimento de fertilizacién inorgénica (p<0,01).
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Valores p obtenidos durante la prueba de Kruskal Wallis para los efectos
principales fertilizacion (F), sedimento (S), tiempo (T) y la interaccion
fertilizacion x sedimento (F x S) comparando las variables de calidad de agua
entre los dos experimentos de fertilizacion (fertilizacién inorgdnica versus
fertilizacion orgdnica).

Variable F S T FxS
Clorofila a (ng/L) <0,01 0,11 <0,01 <0,01
Fitoplancton (org/mL) <0,01 0,01 <0,01 <0,01
Cianobacterias <0,01 0,02 <0,01 <0,01
Aphanotece 0,07  <0,01 0,03 <001
Synechococcus <0,01 0,02 <001 <001
Oscillatoria <0,01 0,13 <0,01 <001
Spirulina <0,01 0,26 <0,01 <001
Diatomeas <0,01 <0,01 <0,01 <001
Pennales 0,38 0,95 0,07 0,42
Centrales <0,01 0,05 <0,01 <001
Nitzchia <0,01 0,24 0,06  <0,01
Flagelados 0,02 0,01 0,24  <0,01
Zooplancton (org/L) <0,01 0,18 <001 <001
Rotiferos <0,01 0,05 <0,01 <001
Brachionus <0,01 0,16 <001 <001
Colurella <0,01 0,07 0,16  <0,01
Proales 0,02 0,02 <0,01 <0,01
Nauplios de copépodos <0,01 0,93 0,01 0,01
Copépodos adultos 0,06  <0,01 0,01 <001
Tintinidos <0,01 0,97 0,01 0,02
Bacteria total(células/mL) <0,01 0,02 0,29 <0,01
Vibrio spp (UFC/mL) <0,01 0,02 0,06 <0,01
SRP (mg/L) <001 028 <001 <001
TAN (mg/L) <0,01 0,63 0,04 <0,01
DN (mg/L) <0,01 0,95 <0,01 <0,01
TS (mg/L) <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
TIM <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
TOM <0,01 <0,01 <0,01 <001
TDS (mg/L) <0,01 <0,01 <0,01 <001
DIM <0,01 <0,01 <0,01 <001
DOM <0,01 <0,01 <0,01 <001
TSS (mg/L) <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
PIM <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
POM <0,01 0,60 <0,01 <001

La presencia de diatomeas incrementd en el experimento de fertilizacién orgdnica,

principalmente por el incremento en diatomeas centrales (p<0,01). En general, los

conteos de diatomeas totales fueron mds altos en los tanques con aportes de nutrientes

(p<0,01).

Las diatomeas pennales no mostraron diferencias significativas entre
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regimenes de fertilizacion (p=0,38). Nitzchia spp. que representd en promedio el 61 y 5%
de los conteos totales de las diatomeas durante el experimento de fertilizacién inorgédnico
y organico, respectivamente, incrementd por efecto de la fertilizacion inorgdnica
(p<0,01). Finalmente, los flagelados fueron representados por Cryptomonas spp. en el
experimento de fertilizacién inorgdnica y por Euglena spp. en el experimento de

fertilizacion orgdnica, sin presentar diferencias en el tiempo como grupo general.

Las densidades del zooplancton total incrementaron en los tanques con aportes de
nutrientes (p<0,01), mientras el efecto principal sedimento no fue significativo (p=0,18).
Los conteos mds altos del zooplancton ocurrieron durante la primera semana y
disminuyeron en la tercera semana en el primer experimento y en la cuarta semana en el
segundo experimento (p<0,01). Los rotiferos fueron el grupo mds representativo en
ambos experimentos y sus concentraciones incrementaron con la fertilizaciéon (p<0,01),
no obstante, no mostraron diferencia entre tipo de fertilizaciéon. Los nauplios de
copépodos incrementaron en el experimento de fertilizaciéon orgdnica (p<0,01), sin
embargo, este incremento no fue diferente a la concentracién promedio encontrada en la
combinacion “10N:1P con sedimento”. Los copépodos adultos mostraron diferencias
entre las ocho combinaciones (p<0,01) con conteos mds altos en general, en los tanques
con sedimento (p<0,01), con concentraciones mas altas en los tanques fertilizados sin
mostrar diferencia entre regimenes de fertilizacion (p=0,06). Para el género Tintinnopsis
de los tintinidos, en general, las mayores concentraciones estuvieron asociadas al régimen

de fertilizacion inorgénico (p<0,01).

El conteo de bacterias totales mostré los valores mds altos durante el experimento de

fertilizacion inorgénica (p<0,01) o en los tanques sin sedimento (p=0,02). Los conteos de
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Vibrio spp. mostraron diferencias significativas entre combinaciones (p<0,01), con las
mayores concentraciones asociadas a la combinacion “Control inorgénico sin sedimento”

y los tanques recibiendo alimento.

Las concentraciones de SRP, TAN y DN fueron generalmente mds altas en los tanques
recibiendo fertilizantes inorgdnicos e incrementaron en el tiempo (p<0,05 para todos los
casos). Para ninguna de estas variables de calidad de agua el efecto principal para el

factor sedimento fue significativo (p>0,05 en todos los casos).

Las concentraciones de los sdlidos, a la excepcidon de la fraccidén orgdnica particulada
(POM), fueron mds altas en los tanques con sedimentos (p<0,01) y durante el
experimento de fertilizacion inorgdnica (p<0,01). Ademads, se incrementaron los valores
con el tiempo durante ambos experimentos (p<0,01). La materia orgdnica particulada
(POM) tuvo un comportamiento diferente y presentd valores mds altos en los tanques
recibiendo fertilizantes inorganicos (p<0,01), sin notar un efecto principal de la presencia

del sedimento (p=0,60).
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5. DISCUSION

5.1. EFECTO DE LA FERTILIZACION INORGANICA:

Los cuatro componentes obtenidos a través del ACP explicaron el 78,3% de la
variabilidad total de los datos y fueron retenidos para su interpretacion al nivel ecolégico.
El primer componente estuvo fuertemente relacionado con la salinidad, confirmando que
la composicion de los microorganismos encontrados en el estudio es tipica de un
ambiente marino. No obstante, esta composicion puede ser modificada en un sistema
acudtico artificial y dependerd también de otros factores como luz, temperatura y

disponibilidad de nutrientes.

Las concentraciones de los sélidos fueron mdés altas en los tanques con presencia de
sedimento, reflejando el efecto de mezcla de la columna de agua y resuspension de los
s6lidos por la aireacién utilizada cada noche. Los niveles de salinidad (observados a
través de TDS y DIM) incrementaron durante el experimento debido a la evaporacion
favorecida por las altas temperaturas y los dias soleados presentes durante el desarrollo
del experimento. La salinidad estaba ligeramente mas alta en el tratamiento “Control”, no
obstante, sin presentar diferencia significativa con los tanques que recibieron fertilizantes
como fue encontrado por Monserrate (2003) en su estudio. Boyd (2001) menciona que a
altas concentraciones de calcio, gran parte del fésforo adicionado con el fertilizante
precipita de la columna de agua como fosfato de calcio altamente insoluble. No obstante,
no se encontré un incremento en la concentracién de fésforo asociado con calcio 6 de
fosforo total en los sedimentos, lo que podria anular el efecto de la adicion del fésforo
sobre la precipitacion de los iones calcio 6 indicar que esta precipitacion no fue

suficientemente alta para registrarse en los niveles de fosforo en el suelo. El equilibrio
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del fésforo entre el agua y el sedimento es regulado por un nimero de factores tales como
el contenido inicial de fésforo en el sedimento, pH, potencial de 6xido-reduccidn, tensién
de oxigeno, concentraciones relativas de hierro y la toma por parte del fitoplancton (Boyd
y Musig, 1981; Boyd, 1995; Shrestha y Lin, 1996a; Bhakta y Jana, 2002; Hargreaves y
Tucker, 2003), lo que dificulta la interpretaciéon de cambios de concentraciones en

sedimentos durante un periodo tan corto como en este estudio.

El andlisis de regresion multiple indic6 que la biomasa del fitoplancton fue positivamente
relacionada con el aporte de nitrégeno, lo que se reflejé en las concentraciones de
clorofila a mds altas en los tanques recibiendo fertilizantes. El fitoplancton requiere de
nutrientes minerales para su crecimiento, siendo el C, N y P los mds importantes (Boyd,
2001). Una manera de suplir la deficiencia de nutrientes es a través de la fertilizacion, la
cual ha llegado a convertirse en un protocolo de manejo rutinario en acuicultura
aumentando la productividad a través de vias autétrofas y heterétrofas (Jana et al., 2001).
Varios estudios demostraron un incremento mayor de fitoplancton después de un
programa de fertilizacién combinando N y P, comparado con la adicién solamente de N 6
P (Elser y Goldman, 1990; Yusoff y McNabb; 1997). En general, el fitoplancton contiene
de 7 a 10 veces mas N que P por lo que Boyd y Tucker (1998) recomiendan que los
programas de fertilizacion aporten una relacién N:P de 10:1. Monserrate (2003) no
encontrd diferencia en el incremento de fitoplancton entre las dos relaciones que utiliz6
en su experimento de fertilizacién (10N:1P y 5N:1P), lo que sugiere probablemente que
el nitrogeno es el principal nutriente limitante en aguas ocednicas ecuatorianas. El radio
molar N:P (23:1) utilizado en éste estudio fue mayor al radio Redfield (16:1) requerido
para el crecimiento 6ptimo del fitoplancton, indicando una deficiencia en P y quizds

explicando porque la adicion de P no fue relacionada con un incremento en fitoplancton.
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Las cianobacterias fueron el grupo dominante del fitoplancton (35-100%), seguidas por
las diatomeas y los flagelados. En general, los conteos de fitoplancton fueron mas
abundantes en los tanques recibiendo fertilizantes, no obstante, se encontré diferencia
significativa solamente para los géneros Nitzchia y Cryptomonas, ambos representativos
de ambientes mesotroficos (Duarte et al., 1992; Yusoff et al., 2002). Estos resultados
coinciden con los reportados por Monserrate (2003), Alonso-Rodriguez y Pdez-Osuna
(2003) para estanques de cultivo semi-intensivo de camardn en el noroeste de México y
Burford (1997) en estanques camaroneros en Australia, donde las cianobacterias
representaron entre el 50 y 98% de la poblacioén fitoplancténica. Normalmente, la
dominancia del fitoplancton por parte de las cianobacterias es el resultado de un conjunto
de factores incluyendo altas temperaturas (Tilman et al., 1986; Paerl y Tucker, 1995),
baja disponibilidad de luz (van Liere y Mur, 1980; Tilzer, 1987), altas concentraciones de
nutrientes (Tilman et al., 1986), baja relacion N:P (Smith, 1983; Daniels y Boyd, 1993;
Paerl, 2000), estabilidad de la columna de agua durante el dia (Reynolds y Walsby, 1975;
Bir6, 1995) y baja incidencia de depredacion por parte del zooplancton (Haney, 1987;
Lampert, 1987; Paerl y Tucker, 1995). Sin embargo, Tucker y van der Ploeg (1993),
Paerl y Tucker (1995) y Burford (1997) sugirieron que la luz es la variable mds
importante limitando el crecimiento del fitoplancton en estanques acuicolas, lo que

ocasiona dominancia por parte de las cianobacterias durante los meses calidos del cultivo.

La relaciéon positiva encontrada entre fitoplancton y zooplancton durante el andlisis de
regresion multiple podria resultar probablemente de la disminucién en el tiempo del
zooplancton, reduciendo pérdidas en el fitoplancton por efecto de la depredacion.
Adicionalmente, Bergquist et al. (1985) y Grigorszky et al. (1998) demostraron que el

crecimiento del fitoplancton puede ser estimulado a través de la regeneracién de
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nutrientes por parte del zooplancton. Los efectos predatorios de copépodos ciclopoides
sobre el zooplancton de menor tamafio, como los protozoarios, flagelados y rotiferos,
reduce la presion sobre el fitoplancton de menor tamafio favoreciendo la abundancia de
pequefias algas como Synechoccosus spp. (Caron, 1984; Lampert, 1987; Elser y

Goldman, 1990; Bir6, 1995; Cottingham et al., 1997).

Las concentraciones de bacterias totales mostraron una correlacion lineal positiva con la
biomasa del fitoplancton (estimada a través de las concentraciones de clorofila a y POM),
sin existir necesariamente una relacion causa-efecto. Varios estudios han mostrado que la
abundancia bacteriana y su productividad estdn asociadas a la abundancia y productividad
del fitoplancton, ya que una porcién del carbono fijado dentro de las bacterias es
excretado del fitoplancton como carbono organico disuelto (Cole et al., 1988;
Sommaruga, 1995; Hargreaves y Tucker, 2003; Monserrate, 2003; Voros et al., 2003).
No obstante, la correlacién puede también indicar una relacién indirecta por efecto de
dependencia de las dos variables por un mismo factor, como la concentracién de un
nutriente limitante o el efecto de depredacién por parte del zooplancton (Vrede et al.,

1999).

Las bacterias, como el fitoplancton, respondieron positivamente a la fertilizaciéon. EI
andlisis de regresién multiple encontré una relacién positiva entre las bacterias, SRP y el
aporte de N y P a través de la fertilizacidon, lo que indica que mayores concentraciones de
fosfato soluble estimulan una mayor produccién bacteriana. Las bacterias exhiben altos
requerimientos de N y P debido a sus altos contenidos en proteinas y dcidos nucleicos y
mantienen radios N:P intracelulares bajos (Church et al., 2000; Medina-Sanchez et al.,

2002). Generalmente las bacterias presentan un bajo crecimiento cuando el radio N:P del
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sustrato disponible es bajo (Tezuka, 1990), como en el presente trabajo. No obstante, los
conteos estuvieron dentro del rango 10*-10° UFC/mL reportados por Bayot et al. (2001),
Sung et al. (2001) y Samuelson (2003). Comparando bacteria y fitoplancton, uno puede
esperar que las bacterias con su gran radio drea superficial:volumen y su rédpido
crecimiento son mds eficientes en absorber nutrientes inorgdnicos disueltos (Currie y
Kalff, 1984) y disminuir su disponibilidad para el fitoplancton (Cottingham et al., 1997).
En el presente estudio, como en el de Monserrate (2003), las bacterias totales alcanzaron
su maxima concentracién en la tercera semana, mientras que para el fitoplancton la

biomasa mads alta se registré en la cuarta semana.

Los conteos de Vibrio spp. fueron relacionados positivamente con el nitrégeno disuelto,
lo que sugiere probablemente una respuesta positiva a la fertilizacién y acumulacién de
materia orgénica disuelta en los mesocosmos, como fue reportado por Monserrate (2003).
Sin embargo, no se observd un incremento en el tiempo y el andlisis de regresion multiple
indicé una relacién negativa con el zooplancton. Varios trabajos reportan que ciliados,
flagelados, rotiferos, cladéceros y nauplios de copépodos remueven efectivamente las
bacterias, causando una disminucién en sus conteos y pudiendo alterar la composicién de
la poblacién bacteriana a través de la selectividad (Havens, 1998; Vrede et al., 1999;
Gasol et al., 2002). En el presente trabajo, rotiferos de los géneros Brachionus y Proales
mantuvieron altas concentraciones hasta la tercera y cuarta semana, teniendo
posiblemente un efecto negativo sobre las concentraciones de Vibrio spp. Otro factor que
puede estar contribuyendo al no incremento en los conteos de Vibrio spp., es la relacion
de mutualismo existente entre los Vibrio spp. y el zooplancton. Colwell (1996) y

Montanari et al. (1999) demostraron que el zooplancton lleva bacterias adheridas en su
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superficie y en su tracto digestivo, principalmente del género Vibrio, pudiendo ocasionar

una disminucién en sus conteos en forma libre en la columna de agua.

La alta tasa de produccién primaria asociada al incremento en fitoplancton observado en
los tanques fertilizados probablemente permitié una rdpida asimilacién del nitrégeno
disuelto (TAN y DN), lo que fue ratificado por la relacion inversa encontrada entre estas
variables durante el andlisis de regresion multiple. La absorcién de amonio y nitrato por
parte del fitoplancton es la principal via de remocién del nitrégeno inorganico en piscinas
acuicolas evitando la acumulacién de compuestos toxicos nitrogenados (Tucker et al.,
1984; Hargreaves y Tucker, 1996; Burford, 1997; Hargreaves, 1998; Burford y Glibert,
1999; Burford et al., 2003). EIl no incremento del SRP en los tanques recibiendo
fertilizante puede ser el resultado de la remocién por parte del fitoplancton y de las
bacterias, como de su adsorcion sobre los sedimentos (Boyd y Tucker, 1998). Como no
se encontrd diferencias entre los tanques con y sin sedimento, y que tampoco se observo
un incremento en la concentracién total de P en los sedimentos, se sugiere que el
fitoplancton y las bacterias fueron la ruta principal de remocién del P inorganico disuelto

adicionado con el fertilizante.

Al comparar las concentraciones de materia orgénica en el suelo entre inicio y final del
experimento, se encontré6 una disminucién en el tiempo. Las principales fuentes de
materia orgdnica en los mesocosmos son el resultado de la sedimentacién del fitoplancton
muerto, fertilizantes y heces del zooplancton, de naturaleza l4bil y suministrando una
fuente esencial de carbono para la actividad bacteriana (Boyd, 1995; Baldwin et al.,
1997). La disminucion del porcentaje de materia orgdnica en el presente experimento

estd relacionada mds probablemente al establecimiento de condiciones adecuadas para la
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actividad bacteriana como: sedimentacion de materia orgédnica ldbil con bajos radios
C:N, altas temperaturas (27,3°C), pH del suelo alcalino (8,0) y condiciones aerdbicas.
Sonnenholzner y Boyd (2000) describieron las caracteristicas fisicas y quimicas de suelos
camaroneros en Ecuador, encontrando radios C:N en promedio de 8,5 (rango de 6 a 10)
para suelos con concentraciones de carbono orgdnico menor a 2,5%. Ademas, se observo
un efecto negativo de la presencia de sedimento sobre la concentracion total de bacteria
libre en la columna de agua y se sospecha que por ser organismos litotréficos, el
crecimiento bacteriano fue probablemente favorecido en la interfase agua-sedimento, lo

que favorecio la descomposicién de la materia orgdnica.

5.2. EFECTO DE LA FERTILIZACION ORGANICA:

El ACP obtuvo cinco componentes que explicaron el 74,2% de la variabilidad total de los
datos. A diferencia del primer experimento, la materia organica estuvo relacionada con el
tercer componente y los sélidos totales suspendidos con el cuarto componente. No
obstante, el primer componente que explico el 24,1% de la variabilidad total, estuvo
asociado positivamente con la salinidad (TS, TIM, TDS, DIM) y el tiempo, de igual
manera que para el experimento de fertilizacién inorgdnica. Adicionalmente, las
concentraciones de los sélidos fueron mds altas en los tanques con sedimento reflejando
la resuspension de los sélidos durante la aireacidn y la salinidad incrementé a través del
tiempo, sin alcanzar las concentraciones del experimento de fertilizacién inorgdnica,

probablemente por la temperatura promedio mas baja (25,1°C contra 27,3°C).

El segundo componente indicé correlaciones positivas con los nutrientes aportados a
través del alimento, clorofila a, nitrégeno disuelto y bacterias totales, mostrando

posiblemente el rol del alimento comercial sobre el ecosistema. El andlisis de regresion
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multiple para el fitoplancton confirmé estas relaciones e indic una relacion positiva entre
su biomasa y TAN, P y N aportados a través del alimento y Vibrio spp. La biomasa del
fitoplancton (estimada a través de los conteos totales 6 de la concentracion de clorofila a)
fue més alta en los tanques recibiendo alimento comercial. En sistemas acuicolas, el
alimento comercial contribuye con 75 a 90% del aporte en nitrogeno (Funge-Smith y
Briggs, 1998; Hargreaves, 1998). Una pequeifia porcidon (15-25%) de los nutrientes que
entran con el alimento balanceado es retenida por las especies en cultivo y la porcién no
asimilada 6 no consumida entra al ciclo biogeoquimico del estanque (Hargreaves y
Tucker, 2003). Una parte es inmovilizada por la absorcién del suelo, otra es degradada
por procesos bacterianos dando origen a nutrientes disueltos que fomentan el crecimiento
del fitoplancton y de las comunidades microbianas (Briggs y Funge-Smith, 1994; Ritvo et
al., 1998; Burford y Glibert, 1999). La relacion positiva encontrada entre la biomasa del
fitoplancton y el TAN, producto de la mineralizacién bacteriana sobre el nitrégeno
orgdnico del alimento, puede estar mds relacionada con el rol positivo de la
mineralizacién bacteriana sobre el crecimiento del fitoplancton. Sin embargo, las
bacterias fueron limitadas por la concentracién en P, respondiendo positivamente a la

adicién de P a través del alimento (relacién positiva) y manteniendo niveles de SRP bajos

(relacion inversa).

Las interacciones existentes entre las bacterias y el fitoplancton contribuyen a la
complejidad de la dindmica de la materia orgdnica en los sistemas acuicolas (Brock y
Main, 1995). Las bacterias proveen al fitoplancton CO», vitaminas y nutrientes liberados
a partir de la mineralizacién de la materia orgdnica, mientras el fitoplancton libera
materia orgdnica soluble y suministra oxigeno para el metabolismo aerébico bacteriano

(Hargreaves y Tucker, 2003). Los resultados del experimento de fertilizacién orgédnica
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indican que las concentraciones de bacterias totales incrementaron durante las dos
primeras semanas, mientras que el fitoplancton incrementé paulatinamente a través del
tiempo llegando a concentraciones mas altas al final del experimento, coincidiendo con
Monserrate (2003) quien sugiere concentraciones méximas para el fitoplancton post-
mineralizacién bacteriana. Adicionalmente, es importante indicar que el andlisis de
regresion multiple encontré una relacion positiva entre los conteos de Vibrio spp. y la
biomasa fitoplancténica. Vibrio spp. alcanzé su méiximo al final del experimento,
coincidiendo con la biomasa maxima de cianobacterias y sus conteos fueron mayores
durante el experimento de fertilizacién organica. Midlen y Redding (1998) argumentan
que un incremento en las poblaciones de Vibrio spp. podria esperarse como resultado del
incremento en la poblacién de cianobacterias, basado en la observacion de bacterias
dentro de la zona mucosa y sobre la pared celular de cianobacterias coloniales y

filamentosas (Paerl y Tucker, 1995; Salomon et al., 2003).

La composicion del fitoplancton fue dominada por las cianobacterias, seguidas por las
diatomeas y los flagelados representados exclusivamente por Euglena spp. en el
experimento de fertilizacion orgdnica. En sistemas cerrados, las altas cargas orgdnicas
aportadas a través de la alimentacién artificial favorecen las poblaciones de
cianobacterias, principalmente de los géneros Anabaena, Aphanotece, Oscillatoria y
Synechoccocus (Paerl y Tucker, 1995; Burford, 1997; Boyd y Tucker, 1998; Funge-Smith
y Briggs, 1998; Alonso-Rodriguez y Pédez-Osuna, 2003; Pérez-Linares et al., 2003).
Monseratte (2003) encontr6 que las diatomeas respondieron mejor a la fertilizacion
inorgdnica, sin embargo, en el presente estudio, los conteos de diatomeas totales fueron
mds altos en el régimen de fertilizacién orgénica, principalmente por el incremento

observado en los conteos de diatomeas centrales.
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Como en el experimento de fertilizacion inorganica, el zooplancton posiblemente tuvo un
efecto indirecto positivo sobre el crecimiento del fitoplancton. No obstante, sus conteos
se mantuvieron altos durante todo el experimento, soportando que el zooplancton puede
aprovechar directamente de la fertilizacion orgédnica (Boyd y Tucker, 1998; Martinez-
Cérdova et al., 2002; Monserrate, 2003). Al principio del experimento, el zooplancton
fue dominado por rotiferos, nauplios de copépodos y tintinidos, mientras que los
copépodos adultos dominaron al final. El efecto predatorio de los copépodos adultos
sobre los otros grupos de menor tamaino, disminuyé probablemente el efecto de pastoreo
sobre el fitoplancton de pequefio tamafio y las bacterias, favoreciendo el desarrollo de

Synechoccocus spp. y Vibrio spp.

El aporte continuo de alimento a los tanques se reflej6 en un incremento en la
concentraciéon de materia orgénica en el suelo al final del experimento de fertilizacion
orgdnica, no obstante, sin hallar diferencias significativas con las concentraciones al
inicio. Esto pudo estar mds relacionando probablemente con la mineralizacién de la
materia orgédnica por parte de las bacterias que fue favorecida por el mantenimiento de
condiciones aerdbicas, un pH del suelo alcalino (>8,15) y temperaturas adecuadas
(>25°C). La mineralizacion de la materia orgdnica posiblemente incrementd las
concentraciones de nutrientes inorgdnicos que fueron aprovechados por el fitoplancton, lo

que evito el incremento de P en el suelo.
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6. CONCLUSION

Durante el experimento de fertilizacién inorganica, las concentraciones de fitoplancton y
bacterias totales se vieron favorecidas por la adicion de nutrientes y alcanzaron valores
maximos en la segunda y cuarta semana para el fitoplancton y en la tercera semana para
las bacterias.  El fitoplancton respondié principalmente a la adicion de N,
correspondiendo con los resultados de Monserrate (2003) quien no encontré diferencia en
el incremento de fitoplancton con fertilizacién de 1,0 mg N/L combinado con dos niveles
de aporte de fosforo (0,1 y 0,2 mg/L). Ambos estudios sugieren que el nitrégeno podria
ser el principal limitante en aguas ocednicas ecuatorianas para el crecimiento del
fitoplancton. El fitoplancton fue dominado por Symechoccocus spp., una pequeiia
cianobacteria unicelular, caracteristica de ambientes eutréficos y resistente a la
depredacién por parte de los copépodos quienes dominaron el zooplancton al final del
experimento. Como en el estudio de Monserrate (2003), los resultados de las regresiones
multiples sugieren una dependencia de la produccién bacteriana sobre el carbono
organico generado por el fitoplancton en los mesocosmos. Los conteos de Vibrio spp. se
mantuvieron en el tiempo, sin embargo fueron relacionados positivamente con la
concentracion de nitrégeno disuelto, sefialando una repuesta positiva a la acumulacién de
materia orgdnica en el sistema. Se puede concluir que la fertilizacién inorgédnica
favorecio los niveles tréficos més bajos de la cadena tréfica (fitoplancton y bacteria) y

que el N fue el nutriente limitante para el crecimiento del fitoplancton.

Durante el experimento de fertilizaciéon orgdnica, el desfase entre el crecimiento
bacteriano y el del fitoplancton sugiere la necesidad de la mineralizacion bacteriana con

la consecuente liberacién de nutrientes, antes de poder ser aprovechada por parte del
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fitoplancton. Las concentraciones de zooplancton fueron mds altas que en el experimento
de fertilizacion inorganica y se mantuvieron altas hasta el final del experimento para los
copépodos adultos, denotando que el zooplancton puede aprovechar directamente el
alimento. No obstante, los conteos de rotiferos y nauplios de copépodos disminuyeron a
través del tiempo, ocasionando un disminucién en la presion de depredaciéon y
favoreciendo un incremento en las concentraciones de Synechoccocus spp., bacterias
totales y Vibrio spp. al final del experimento. Se puede concluir que la fertilizacion
organica favoreci6 la productividad bacteriana que fue limitada posiblemente por P y que
a través de la mineralizacién de la materia orgdnica incrementé indirectamente las

concentraciones del fitoplancton.

A pesar de las adiciones de nutrientes 6 materia orgdnica en los experimentos, no hubo
incremento en las concentraciones de P o de materia orgdnica en los sedimentos. Se
sugiere que durante el experimento de fertilizacidn inorganica, la presencia de sedimento
y el establecimiento de condiciones adecuadas (altas temperaturas, pH>8, condiciones
aerdbicas) favorecieron el crecimiento bacteriano en la interfase agua-sedimento, lo que
caus6 una disminucién en la concentracion de la materia orgdnica en el suelo. Durante el
experimento de fertilizacién orgdnica, el ligero incremento de materia organica que se
observo en el suelo no fue significativo y la materia orgénica adicionada en el sistema a

través del alimento, probablemente aprovechada por parte de las bacterias.
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Tabla resumen de las transformaciones realizadas sobre cada variable para cumplir con la

asunciéon de homogeneidad de varianzas (prueba de Levene), durante los andlisis de

varianza (ANOVA, medidas repetidas).

“Sin Transformacién” indica que no hubo

necesitad de transformacion y “*” que se realizé un analisis no paramétrico via la prueba

de Kruskal Wallis con rangos mdltiples.

Variable

Transformacidn realizada

Exp. inorgdnico

Exp. orgénico

Inorgdnica vs. orgdnica

Clorofila a
Conteos totales fitoplancton
Cianobacterias

Aphanotece spp.

Synechococcus spp.

Oscillatoria spp.

Spirulina spp.
Diatomeas

Diatomeas pennales

Diatomeas centrales

Nitzchia spp.
Flagelados

ES
Logiox
Logiox

Logio (x+1)
Logio (x)
Logio (x+1)

Logio (x+1)
Logio (x+1)

Sin Transformacion

1/(x+1)
1x+1

Sin Transformacién

*k

Logiox
Logiox

Vx+0,375
Logio (x+1)

x+0,375
Sin Transformacién
Logio (x+1)

x+0,375
1/(x+1)

Sin Transformacién
Sin Transformacién

Conteos totales zooplancton
Rotiferos

Brachionus spp.

Colurella spp.
Proales spp.

Nauplios de copépodos

Copépodos adultos

Sin Transformacion
Sin Transformacion

Sin Transformacién
k

Sin Transformacién

Sin Transformacién

4x+0,5

Vx+0,375
Vx+0,375
Vx+0,375

k
LOglo (X+1)
x+0,375

Sin Transformacién

Tintinidos Sin Transformacién \x+0,375 *
Bacteria total Logiox Logiox *
Vibrio spp Logio (x+1) Logio (x+1) *
DN 1/x 1/x *
TS Sin Transformacién Logiox *
TIM Sin Transformacién Sin Transformacion *
TOM Sin Transformacién Sin Transformacion *
TDS Sin Transformacién Logiox *
DIM Sin Transformacién Sin Transformacion *
DOM Sin Transformacién Sin Transformacion *
TSS 1/ \/; Sin Transformacién *
PIM 1/x Logiox *
POM 1/ \/; Sin Transformacién *
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ANEXO 2

Ecuaciones de regresién multiple con variables transformadas obtenidas durante el

experimento de fertilizacion inorgdnica con sus respectivos coeficientes de determinacion

ajustados.

Regresion P r’
YLog Clorofila ) = 1,930 — 0,717 (1//DN ) - 0,359 (Log TAN) + 0,141 (N) (1

+ 0,000086 (Zooplancton) —0,000011 (TDS) 62%
V(Log Bacterias toraies) = 3,850 + 0,434(\/SRP ++/SRP+1) + 0,069 (Log <001 36%
Clorofila a) + 0,032 (N) — 0,000021 (DOM)
Y (vibriosppy = — 19,332 + 117,016 (1/DN ) — 0,037 (Zooplancton) <0,01 10%

Ecuaciones de regresién multiple con variables transformadas obtenidas durante el

experimento de fertilizacién orgédnica con sus respectivos coeficientes de determinacion

ajustados.
Regresion P r’
Y(Log (Clorofila a + 1)= 0,964 + 3,029 (TAN) + 0,687 (Pa) — 0,281( 1/NDN ) +
0,014 (Na) + 0,006 (+/Vibrio+0,375) + 0,004 <0,01 56%

(\/Zooplancton+0,375) +0,000013 (TDS)

Y(Log Bacterias rotales) = 4,562 — 11,281 (SRP) + 0,536 (P,) — 0,005
(\Vibrio +0,375) + 0,003 (~/Zooplancton+0,375) +0,00001  <0,01 31%
(TDS) + 0,00001 (DOM)

Y(\Vibrio+0,375 = 29,100 — 36,264 (TAN) + 10,029 (P,) — 4,208 (Log
Bacterias) + 2,532 (Log (Clorofila a + 1)) —0,0002 (TDS)

<0,01 21%




