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Benthic nitrogen fixation in Zostera marina meadows in an upwelling-influenced
coastal lagoon
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ABSTRACT. Dinitrogen (N,) fixation rates were determined in the phyllosphere and in sediments with and without the presence of eelgrass
(Zostera marina) in San Quintin Bay, an upwelling-influenced coastal lagoon in the NE Pacific. Samples were collected during winter 2015 at
4 sites with a gradient of oceanic influence and contrasting impact from oyster aquaculture. N, fixation rates were determined with the
acetylene reduction assay. Treatments under light and in the dark, and with and without sodium molybdate resulted in similar fixation rates,
suggesting that heterotrophic nonsulfate-reducing bacteria made the largest contribution to N, fixation, while sulfate-reducing bacteria had low
fixation activity at most stations. N,-fixation rates in sediments ranged from 7 to 12 umol m2 h™! and were similar to those in other temperate
seagrass-dominated estuaries. Winter conditions were likely responsible for small spatial differences in N, fixation rates throughout the lagoon,
even between vegetated and unvegetated sites and among depth sections of sediment cores. During winter, Z. marina growth rates and biomass
are low, resulting in low and less variable release of labile organic carbon, which acts as substrate for diazotrophs. The lowest N, fixation rates
were measured at a site where high denitrification rates have been observed, probably reflecting a competition between diazotrophs and
denitrifiers. The highest fixation rates were measured at the innermost station where oceanic nitrate is scarce. Epiphytic bacteria contributed
~7% of the total N, fixation, with rates of <0.5 pmol m~2 h™!. N, fixation potentially supplied 5-10% of Z. marina N requirements and could
supply ~30% of the N loss via denitrification in winter.
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RESUMEN. Se determinaron las tasas de fijacion de nitr6geno molecular (N,) en la filosfera y en sedimentos con y sin presencia de pasto
marino (Zostera marina) en bahia San Quintin, una laguna costera del Pacifico nororiental influenciada por surgencias. Se recolectaron
muestras durante el invierno de 2015 en 4 sitios a lo largo de un gradiente de influencia oceanica y con diferente grado de impacto por la
ostricultura. Las tasas de fijacion de N, se determinaron con el método de reduccion de acetileno. Las tasas de fijacion en los tratamientos con
luz y en oscuridad, y en los tratamientos con y sin molibdato de sodio fueron similares, lo que sugiere que las bacterias heterdtrofas no
sulfatoreductoras fueron las principales contribuyentes a la fijacion de N,, mientras que las sulfatoreductoras presentaron baja actividad
de fijacion en la mayoria de los sitios. Las tasas de fijacion de N, presentaron un intervalo de 7 a 12 umol m™ h! y fueron similares a las
reportadas para otros estuarios dominados por praderas de pastos marinos en zonas templadas. Las condiciones ambientales de invierno
probablemente determinaron las pequefas diferencias en las tasas de fijacion de N, a lo largo de la laguna, incluso entre sitios con y sin
vegetacion o entre las diferentes secciones de los nucleos de sedimento. Durante el invierno, las tasas de crecimiento y las biomasas de
Z. marina son bajas, lo que resulta en una liberacion baja y poco variable de carbono orgéanico 14bil, sustrato importante para los diazotrofos.
Las tasas de fijacion de N, mas bajas se midieron en el sitio donde aparentemente se presentan altas tasas de desnitrificacion, lo que
probablemente refleja una competencia entre diazétrofos y desnitrificadores. Las tasas de fijacion mas altas se midieron en la estacion mas
interna, donde es escaso el aporte de nitrato oceénico. Las bacterias epifitas contribuyeron alrededor del 7% de la fijacion total de N,, con tasas
<0.5 umol m2 h™!. La fijacién de N, potencialmente abastecié entre el 5% y 10% del N requerido por Z. marina y podria abastecer ~30% del N
que se pierde via la desnitrificacion en invierno.

Palabras clave: fijacion de N,, Zostera marina, sedimentos, filosfera, diazotrofos.
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INTRODUCTION

Seagrass meadows play an important ecological role
because they serve as refuge, breeding, and feeding areas for
numerous organisms, they are highly productive systems that
act as carbon sinks, and they give sediments stability
(Fourqurean et al. 2012, Mazarrasa et al. 2015). Together
with light and temperature, nitrogen (N) availability is one of
the main factors limiting the growth of these phanerogams
(Udy et al. 1999). N, fixation (the process by which N, is
converted into reactive N) can contribute more than 50% of
the N required for seagrass growth in tropical zones (Capone
1988, O’Donohue et al. 1991), and in some temperate areas it
has been found to contribute between 5% and 30%
(McGlathery et al. 1998; Welsh et al. 1996a, 1996b; Cole and
McGlathery 2012).

In marine habitats, N, fixation is a process carried out
exclusively by a group of specialized prokaryotes and
archaea called diazotrophs, such as some photoautotrophic
cyanobacteria (Severin and Stal 2010) and heterotrophic
bacteria including sulfate-reducing bacteria (Fulweiler et al.
2013). Heterotrophs are the dominant functional group of N,
fixation in sediments and the phyllosphere of some temperate
seagrass meadows (McGlathery et al. 1998, Cole and
McGlathery 2012). Fixation rates tend to be coupled to the
photosynthetic activity of plants (Capone and Taylor 1977,
O’Donohue et al. 1991, McGlathery et al. 1998, Cole and
McGlathery 2012), since the exudation of labile organic
carbon through the leaves, roots, and rhizomes increases at
higher photosynthetic rates and serves as substrate for
heterotrophic bacteria (McRoy et al. 1973, Moriarty et al.
1986). The presence of seagrasses also benefits the growth of
heterotrophic diazotrophs because the canopy acts as a trap of
particulate organic matter that then settles on the meadow
sediments (Kennedy et al. 2010).

The bioavailable N in aquatic systems proceeds from the
internal regeneration of pre-existing N, from the biological
fixation of N,, and from external inputs, and it is removed
primarily by denitrification (Sarmiento and Gruber 2006).
Despite the large number of studies that have reported high
N, fixation rates, in benthic systems denitrification tends to
be more intense than fixation; however, in a recent study that
simultaneously measured denitrification and N fixation rates
in Zostera muelleri beds and adjacent sediments, fixation was
the dominant process (Russell et al. 2016). Moreoever, in
Narragansett Bay (USA), the predominant process switched
from denitrification to fixation (Fulweiler et al. 2007).
Fulweiler et al. (2013) suggested that the quality and quantity
of organic matter can affect the co-occurrence of these two
processes and even temporarily uncouple them. In areas
where oyster farming occurs the particulate organic matter
inputs to sediment tend to increase and denitrification intensi-
fies (Kellogg et al. 2014, Humphries et al. 2016), though N,
fixation may also be stimulated (Newell et al. 2002).
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INTRODUCCION

Las praderas de pastos marinos tienen funciones
ecologicas importantes porque sirven como zonas de refugio,
reproduccion y alimentacion para multiples organismos, son
sistemas altamente productivos que actuan como sumideros
de carbono y dan estabilidad a los sedimentos (Fourqurean
et al. 2012, Mazarrasa et al. 2015). Asi como la luz y la
temperatura, la disponibilidad de nitrogeno (N) es uno de los
principales factores que limitan el crecimiento de estas
faner6gamas (Udy et al. 1999). La fijaciéon de N,, proceso
mediante el cual el N, es transformado a N reactivo, puede
aportar mas del 50% del N requerido para el crecimiento de
los pastos marinos en zonas tropicales (Capone 1988,
O’Donohue et al. 1991), y en algunos sitios de zonas templa-
das se ha reportado que aporta entre el 5% y el 30% de dicho
requerimiento (McGlathery et al. 1998; Welsh et al. 1996a,
1996b; Cole y McGlathery 2012).

La reaccion de fijacion de N, en ambientes marinos
es realizada Uinicamente por un grupo de procariontes y
arqueas especializados denominados diazotrofos. Entre los
diazotrofos se encuentran algunas cianobacterias fotoauto-
trofas (Severin y Stal 2010) y algunas bacterias heterotrofas,
incluidas las sulfatoreductoras (Fulweiler et al. 2013). Se ha
encontrado que los heterétrofos son el grupo funcional domi-
nante en la fijacion de N, en los sedimentos y en la filosfera
en algunas praderas de pastos marinos de regiones templadas
(McGlathery et al. 1998, Cole y McGlathery 2012). Las tasas
de fijacion suelen estar acopladas a la actividad fotosintética
de las plantas (Capone y Taylor 1977, O’Donohue et al.
1991, McGlathery et al. 1998, Cole y McGlathery 2012), ya
que la exudacion de carbono organico labil a través de las
hojas, raices y rizomas incrementa a mayores tasas fotosinté-
ticas y sirve como sustrato para las bacterias heterdtrofas
(McRoy et al. 1973, Moriarty et al. 1986). La presencia de los
pastos marinos también beneficia el crecimiento de los dia-
zotrofos heterdtrofos, ya que el dosel foliar funciona como
trampa de materia organica particulada que permite su
acumulacion en los sedimentos de las praderas (Kennedy
et al. 2010).

El N biodisponible en los sistemas acuaticos proviene de
la regeneracion interna del N preexistente, de la fijacion bio-
logica de N, y de los aportes externos, y es removido princi-
palmente por el proceso de desnitrificacion (Sarmiento y
Gruber 2006). A pesar de la gran cantidad de estudios en los
que se han reportado altas tasas de fijacion de N,, existe el
paradigma de que la desnitrificacion suele ser mas intensa
que la fijacion en sistemas bentonicos. Sin embargo, en un
estudio reciente en el cual se midieron ambos procesos simul-
taneamente en praderas de Zostera muelleri y sedimentos
adyacentes, la fijacion fue el proceso dominante (Russell et
al. 2016). Ademas, en la bahia Narragansett (EUA) se encon-
tr6 que los procesos en el sistema cambiaron de la dominan-
cia de la desnitrificacion a la dominancia de la fijacion
(Fulweiler et al. 2007). Fulweiler et al. (2013) sugirieron que
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In the case of San Quintin Bay (northwestern Mexico),
Camacho-Ibar et al. (2003) suggested that reactive N losses
via denitrification exceed inputs from fixation and that N,
fixation may even be negligible; however, they also reported
that in the innermost areas of this coastal lagoon N, fixation
and denitrification were almost equal. To date, no direct mea-
surements of these 2 processes have been made in the lagoon,
but the isotopic composition reported for Zostera marina and
Ulva spp. also suggests that N, fixation is more intense in the
innermost parts of the system (Sandoval-Gil et al. 2015,
Carriquiry et al. 2016). As the new N contributed by the
adjacent ocean decreases from the mouth to the interior of the
lagoon (Camacho-Ibar et al. 2003, Hernandez-Ayon et al.
2004) and the continental inputs are null (Aguirre-Mufioz
et al. 2001), the macrophytes growing in the innermost areas
are likely more dependent on N provided by internal pro-
cesses such as ammonification and fixation.

In this study we measured N, fixation rates in the
phyllosphere and in sediments collected from within and
outside Z. marina meadows in San Quintin Bay, at sites with
different oceanic influence and oyster culture activity. We
also estimated the possible contribution of fixation to the N
demand of Z. marina and the contribution of this process to N
balance in the system.

MATERIALS AND METHODS
Study area

San Quintin Bay (Fig. 1), a hypersaline coastal lagoon on
the west coast of the Baja California Peninsula, Mexico
(30°27'N, 116°00'W), has an average depth of ~2 m. Fresh-
water inflow is practically null as it is restricted to the San
Simoén stream that only delivers water during winters with
higher than average rainfall (150 mm, Aguirre-Mufioz et al.
2001). The dynamics and distribution of the water properties
(salinity, temperature, dissolved nutrients, etc.) are controlled
by semidiurnal tides (maximum amplitude of ~2.5 m and
minimum of ~1 m). The lagoon has 2 arms, the east arm
known as Bahia San Quintin and the west arm known as
Bahia Falsa, which have a water residence time of 15 and 5 d,
respectively (Camacho-Ibar et al. 2003, Melaku Canu et al.
2016). Coastal upwelling intensifies in spring and summer,
and nutrient input to the lagoon increases at this time. The
concentration of ocean-derived nitrate, which exceeds 10 uM
during upwelling events, decreases from the mouth to the
innermost parts of the lagoon, where concentrations tend to
be <1 uM (Camacho-Ibar et al. 2003, Hernandez-Ayon et al.
2004), potentially limiting the N available for uptake by sub-
merged plants. Salinity and temperature increase from the
mouth to the inner parts of the system. Salinity ranges from
~33.6 to 39 and temperature from 11 to 27 °C, though in
winter the ranges are smaller, from ~33.6 to 34.1 and from
13.7 to 15.5°C, respectively (Camacho-Ibar et al. 2003).
Dense Z. marina meadows cover ~46% of the lagoon surface
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la calidad y la cantidad de materia organica son factores que
afectan la concurrencia de estos 2 procesos y que inclusive
pueden desacoplarlos temporalmente. En los sitios cerca de
ostricultivos, los aportes de materia orgédnica particulada
hacia los sedimentos suelen aumentar y la desnitrificacion se
suele intensificar (Kellogg et al. 2014, Humphries et al.
2016), aunque también la fijacion de N, puede verse estimu-
lada (Newell et al. 2002).

Camacho-Ibar et al. (2003) sugirieron que en bahia San
Quintin las pérdidas de N reactivo por desnitrificacion son
mayores que las entradas por fijacion, e incluso que la fija-
cion de N, podria ser despreciable; sin embargo, también
reportaron que en las zonas mas internas de la laguna, la des-
nitrificacion y la fijacion de N, estuvieron casi en balance.
Hasta la fecha, no se han realizado mediciones directas de
ninguno de los 2 procesos en esta laguna costera, pero la
composicién isotopica de Zostera marina y de Ulva spp. en
la laguna también sugiere que la fijacion de N, es mas intensa
en los extremos internos del sistema (Sandoval-Gil et al.
2015, Carriquiry et al. 2016). Por otra parte, en bahia
San Quintin, el N nuevo proveniente del océano adyacente
disminuye desde la boca hacia el interior de la laguna
(Camacho-Ibar et al. 2003, Herndndez-Ayon et al. 2004) y los
aportes continentales son considerados nulos (Aguirre-
Muiioz et al. 2001), por lo que las macrofitas de las zonas
mas internas probablemente presentan una mayor dependen-
cia al N proveniente de los procesos internos como la amoni-
ficacion y la fijacion.

En este trabajo se midieron las tasas de fijacion de N, en
la filosfera y en sedimentos dentro y fuera de las praderas de
Z. marina en bahia San Quintin, en sitios con diferente
influencia oceanica y actividad ostricola. También se estimo
la posible contribucion de la fijacion a la demanda de N de
Z. marina, asi como la contribuciéon de este proceso al
balance de N en el sistema.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

Bahia San Quintin (Fig. 1) es una laguna costera hiper-
salina de ~2 m de profundidad promedio localizada en la
peninsula de Baja California, México (30°27'N, 116°00'W).
Los aportes de agua terrestre son considerados nulos y se
restringen al arroyo San Simén, que Unicamente aporta agua
durante inviernos con precipitacion por arriba del promedio
(150 mm, Aguirre-Muiloz et al. 2001). La dinamica del sis-
tema y la distribucion de las propiedades del agua (salinidad,
temperatura, nutrientes disueltos, etc.) estan controladas
por las mareas semidiurnas (amplitud maxima de ~2.5 m y
minima de ~1 m). La laguna tiene 2 brazos, el brazo oeste
conocido como bahia Falsa y el brazo este conocido como
brazo San Quintin (para evitar confusiones, a lo largo del
texto nos referiremos a este Gltimo como brazo este y a la
laguna en su conjunto como bahia San Quintin), los cuales
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(Ward et al. 2003). Oyster aquaculture is carried out in the
west arm, where concessions cover approximately 30% of
the area (Aguirre-Muiloz et al. 2001).

Measurement of N, fixation rates

In December 2015 sediment cores were collected from
areas covered and not covered by Z. marina to measure N,
fixation rates in vegetated and bare sediments. Shoots of the
seagrass Z. marina were also collected to measure N, fixation
in the phyllosphere by epiphytic bacteria. N, fixation rates
were measured using the acetylene reduction assay (devel-
oped by Hardy et al. 1968 and adapted for the phyllosphere
by Capone and Taylor 1977), which measures nitrogenase
enzyme activity. This method is based on the low specificity
of this enzyme for its natural substrate (N,) and its ability to
reduce other molecules of low molecular weight that have
triple bonds, such as acetylene (Capone 1988).
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Figure 1. Map of San Quintin Bay showing the east arm and the
west arm, and the 4 sampling stations: OUT, o-BF, i-BF, and bSQ.
Figura 1. Mapa de bahia San Quintin que muestra el brazo este y
el brazo oeste, y las 4 estaciones de muestreo: OUT, o-BF, i-BF y
bSQ.
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tienen un tiempo de residencia del agua de aproximadamente
5y 15 d, respectivamente (Camacho-Ibar et al. 2003, Melaku
Canu et al. 2016). Las surgencias costeras se intensifican en
primavera y verano, y aportan una mayor cantidad de
nutrientes desde el océano durante estas temporadas. La con-
centracion de nitrato proveniente del océano, que supera los
10 uM durante eventos de surgencias, disminuye de la boca
hacia las regiones mas internas de la laguna, donde las con-
centraciones suelen ser menores que 1 uM (Camacho-Ibar
et al. 2003, Hernandez-Ayon et al. 2004), lo cual potencial-
mente limita el N disponible en la columna de agua para la
vegetacion sumergida. La salinidad y la temperatura incre-
mentan desde la boca hacia el interior de la bahia; la salinidad
varia de ~33.6 a 39.0 y la temperatura de 11 a 27 °C, aunque
en invierno los intervalos son menores, de ~33.6 a 34.1 y de
13.7 a 15.5 °C, respectivamente (Camacho-Ibar et al. 2003).
Aproximadamente el 46% de la superficie de la laguna esta
cubierta por praderas densas de Z. marina (Ward et al. 2003).
La actividad ostricola se concentra en el brazo oeste, donde
aproximadamente el 30% del area superficial estd concesio-
nada para esta actividad (Aguirre-Muiioz et al. 2001).

Medicion de tasas de fijacion de N,

En diciembre de 2015 se recolectaron nticleos de sedi-
mento en presencia y en ausencia de praderas de Z. marina
para medir las tasas de fijacion de N, en sedimentos con
vegetacion y en sedimentos sin vegetacion. También se reco-
lectaron haces de Z. marina para medir las tasas de fijacion
de N, en la filosfera por bacterias epifitas. Para la medicion
de las tasas de fijacion de N,, se utiliz6 el método de reduc-
cion de acetileno (desarrollado por Hardy et al. 1968 e imple-
mentado para la filosfera por Capone y Taylor 1977), el cual
mide la actividad de la enzima nitrogenasa. Este método se
basa en la baja especificidad de esta enzima por su sustrato
natural (N,) y su capacidad de reducir otras moléculas de
bajo peso molecular y con triple enlace como el acetileno
(Capone 1988).

Se seleccionaron las praderas de Z. marina a lo largo
de un gradiente de influencia oceanica, algunas en zonas
donde hay ostricultivos y otras donde no los hay (Fig. 1). La
estacion con mayor influencia oceanica, OUT, fue la mas
cercana a la boca de la laguna (~4 km), donde no hay activi-
dad ostricola. Dos estaciones, 0-BF ¢ i-BF, se ubicaron en el
brazo oeste, ambas en zonas de ostricultivo pero o-BF recibe
mayor influencia oceanica que i-BF. La cuarta estacion, bSQ,
se ubico en el brazo este a una distancia de la boca similar a
la de la estacion o-BF, pero en una zona sin ostricultivos.

En cada estacion se recolectaron 3 nucleos de sedimento
dentro de la pradera (denominados nucleos con vegetacion,
en adelante nucleos CV) y 3 nucleos de sedimento en la
zona sin vegetacion adyacente a la pradera (ntcleos SV).
Los nucleos fueron transportados dentro de hieleras al
laboratorio y se dejaron reposar por ~12 h. Luego, se obtuvo
un subnucleo utilizando una jeringa de 10 mL, del cual se
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Zostera marina meadows, some at oyster farming sites
and some not, were chosen along a gradient of oceanic influ-
ence (Fig. 1). At the sampling station named OUT, located
closest to the lagoon mouth (~4 km) where the oceanic influ-
ence is strongest, oyster aquaculture is not carried out. Oyster
aquaculture is carried out at the two stations in the west arm,
0-BF and i-BF, but the oceanic influence is stronger at the
former than at the latter. The fourth station, bSQ, in the east
arm, is located at a similar distance from the mouth as station
0-BF, but is not affected by oyster farming activities.

At each station, 3 sediment cores were collected from
within the seagrass meadow (i.e., vegetated sediments;
henceforth referred to as CV cores) and 3 sediment cores
were collected in the vegetation-free area adjacent to the
meadow (i.e., bare sediments; henceforth referred to as SV
cores). The cores were transported to the laboratory in ice
chests and were left to rest for ~12 h. A subcore was taken
with a 10-mL syringe and 1-cm sections were obtained
from the top 5 cm. Each section was halved and sodium
molybdate was added to one of the parts to inhibit the activity
of sulfate-reducing bacteria and be able to determine the N,
fixation rate by this group of bacteria. The fixation rates
obtained from the analysis of the samples without sodium
molybdate were considered total fixation rates. Even though
sulfate-reducing bacteria are heterotrophs, throughout the
text heterotrophic bacteria will refer to nonsulfate-reducing
bacteria. The incubations were carried out in 40-mL glass
vials. Sediment was added to these vials and they were closed
with a septum cap. After purging with argon, 10 mL of acety-
lene was injected into the vials to initiate incubation, which
was carried out at constant temperature in the dark. Sedi-
ments from the first centimeter were also exposed to light.
The same procedure was followed but the incubation was
performed under an irradiance of 350 pmol photons m=2 s,
the maximum irradiance at the site in winter (Sandoval-Gil
et al. 2015). The incubation was ended by transferring the gas
to Vacutainer vials previously purged with argon. Two blanks
were prepared for each core following the same procedure
but without adding sediment; acetylene was not added to one
of them and sodium molybdate was not added to either, and
the incubations were carried out in the dark.

Zostera marina shoots for the analysis of N, fixation in
the phyllosphere were collected manually and kept in ice
chests with water from the site until processing approxi-
mately 6 h after collection. For the incubation, 6 shoots
were selected from each site; 3 were used for the treatments
carried out under light conditions and 3 for the treatments
carried out in darkness. From each shoot we retrieved the
first 15 cm (from the apex to the meristem) of leaves 2 and 4.
Each leaf was placed in a 140-mL borosilicate flask and
90 mL of water from the collection site was added to the
flask. To initiate incubation, 10 mL of acetylene-saturated
water was added and the flask was immediately sealed with
a septum and aluminium cap. The flasks were shaken for
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obtuvieron secciones de 1 cm de los primeros 5 cm. Cada
seccion se partié a la mitad y a una de las partes se le
adicion6 molibdato de sodio para inhibir la actividad de las
bacterias sulfatoreductoras y, asi, poder determinar las tasas
de fijacion de N, por este grupo de bacterias. Las tasas de
fijacion obtenidas a partir del analisis de las muestras sin
molibdato de sodio fueron consideradas como tasas de
fijacion total. Si bien las bacterias sulfatoreductoras son hete-
rotrofas, a lo largo del texto nos referimos como bacterias
heterotrofas a todas aquellas que no son sulfatoreductoras.
Las incubaciones fueron realizadas en viales de vidrio de
40 mL. Se afnadi6 el sedimento a los viales y éstos fueron
cerrados con tapas con septum. Los viales fueron purgados
con argon y, posteriormente, se les inyectaron 10 mL de
acetileno para iniciar la incubacién, la cual se realizo en
oscuridad y a temperatura constante. También se realizaron
incubaciones con luz de los sedimentos del primer centi-
metro, para los cuales se sigui6 el mismo procedimiento pero
la incubacién se realizd con una irradiancia de 350 pmol
fotones m2 s7!, correspondiente a la maxima irradiancia del
sitio en invierno (Sandoval-Gil et al. 2015). La incubacion se
terminé al transferir el gas a viales Vacutainer previamente
purgados con argoén. Para cada nucleo, se realizaron 2 blancos
siguiendo el mismo procedimiento, pero sin adicioén de sedi-
mento y uno de éstos sin adicion de acetileno; a ninguno se
les adicioné molibdato de sodio y las incubaciones se realiza-
ron en oscuridad.

Los haces de Z. marina utilizados para la determinacion
de fijacion de N, en la filosfera se recolectaron manualmente
y se mantuvieron en hieleras con agua del sitio hasta su trata-
miento, aproximadamente 6 h después de la recolecta. Para
las incubaciones, se seleccionaron 6 haces de cada sitio; 3
fueron utilizados para los tratamientos con luz y 3 para los
tratamientos en oscuridad. Se obtuvieron los primeros 15 cm
(del éapice hacia el meristemo) de las hojas 2 y 4 de cada haz.
Cada hoja fue colocada en un frasco de borosilicato de
140 mL y se adicionaron 90 mL de agua filtrada del sitio de
recoleccion. Para iniciar la incubacion, se adicionaron 10 mL
de agua saturada con acetileno e inmediatamente se sello el
frasco con un septum y un sello de aluminio. Los frascos se
agitaron por 30 s y se mantuvieron por 5h a temperatura
constante. Las incubaciones con luz se hicieron con una
irradiancia de ~350 pmol fotones m= s~!. Para finalizar la
incubacion, los frascos se sumergieron en hielo y se mantu-
vieron asi, por no mas de 24 h, hasta su posterior analisis en
el cromatografo.

Para las mediciones de la concentracion de etileno, se
utilizé un cromatografo de gases SRI-8610C equipado con un
inyector en columna seguido de una trampa para la concen-
tracion del etileno empacada con gel de silice, una columna
empacada Porapak N y un detector de ionizacion de flama.
Las tasas de reduccion de acetileno fueron convertidas a tasas
de fijacion de N, utilizando la razéon 3:1 (McGlathery et al.
1998, Welsh 2000).
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30 s and kept for 5 h at constant temperature. An irradiance
of ~350 umol photons m2 s7' was used for the incubations.
To end the incubation the flasks were submerged in ice and
kept there, for not more than 24 h, until the chromatographic
analysis.

Ethylene concentration was measured using a SRI 8610C
gas chromatograph equipped with an on-column injector
followed by an ethylene trap packed with silica gel, a chro-
matographic column packed with Porapak N, and a flame
ionization detector. Acetylene reduction rates were converted
to N, fixation rates using the 3:1 ratio (McGlathery et al.
1998, Welsh 2000).

Ancillary measurements

Samples were taken from the first 5 cm of the sediment
cores to analyze organic carbon (C,,) content, total N,
chlorophyll a, and grain size. A LECO CHNS-932 elemental
analyzer was used to determine C,, and N. Grain size was
determined using a Horiba LA-910 particle size analyzer.
Chlorophyll a concentrations were determined by extraction
with 100% acetone over 24 h in darkness (Edmunds et al.
2004). At the end of the extraction, 10 mL of distilled
water was added and the aliquots were analyzed using a
Varian Cary 50 UV-Vis spectrophotometer. Readings were
taken at 664 and 750 nm before and after acidification
(0.08 £ 0.01 mL of 0.01 N HCI) to correct for phacophytin
(Lorenzen 1967). To determine the N isotope composition
(6"°N), 3 Z. marina leaves from each sampling site were
analyzed at the University of California, Davis, Stable Iso-
tope Facility, CA. The isotope ratio was calculated with the
equation 8"5N (%0) = ((Ryumpie/Rytandara) — 1) % 103, where Ry,
and R,,4.q are the ratio of the heavy to light isotope ('>N/!“N)
of the sample and standard, respectively.

Data analysis

N, fixation rates in sediments are expressed in micro-
moles per square meter per hour (umol m=2 h'). Student’s
t-tests were used to identify differences in N, fixation rates in
sediments between the treatments under light and dark condi-
tions and between the SV and CV cores. To determine differ-
ences between sampling stations, one-way ANOVA was
carried out, followed by a Tukey a posteriori test since the
data complied with the assumptions of normality and homo-
scedasticity. For the N, fixation rates in the phyllosphere,
Student’s t-tests were performed to identify differences
between leaves 2 and 4 and between the treatments under
light and dark conditions. As the data for N, fixation in the
phyllosphere, grain size, C,,, N, chlorophyll a concentration,
and 8N did not comply with the assumptions of normality
and homoscedasticity, the Kruskal-Wallis test was used to
determine differences between sampling stations. The results
were considered significant when P <0.05. All statistical
analyses were carried out using STATISTICA 8.0.
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Variables accesorias del sedimento

De los nucleos de sedimento, también se obtuvieron
muestras de los primeros 5 cm para el analisis del contenido
de carbono orgéanico (C,,) y N total, de la clorofila a y del
tamafio de grano. La determinacion de C,, y N se realiz6 con
un analizador elemental LECO CHNS-932. Para el tamafo
de grano, se utilizé un analizador laser de particulas Horiba
LA-910. Para la determinacién de clorofila a, se realizé una
extraccion en oscuridad durante 24 h con acetona al 100%
(Edmunds et al. 2004). Al finalizar la extraccion, se adiciona-
ron 10 mL de agua destilada y las alicuotas fueron analizadas
con un espectrofotometro Varian Cary 50 UV-Vis. Las lectu-
ras se realizaron a 664 y 750 nm antes y después de la acidifi-
cacion (0.08 £ 0.01 mL de HCI 0.01 N) para la correccion
por feofitina (Lorenzen 1967). Para determinar la composi-
cidn isotopica de N (8'°N), se analizaron 3 hojas de Z. marina
de cada estacion en el Stable Isotope Facility de la Universi-
dad de California en Davis, CA. La razoén isotopica se cal-
culd con la ecuacion 65N (%o) = ((Ruestra’ Restangar) — 1) X 103,
donde R cra ¥ Restandar SON la razén entre el iso6topo pesado
y el ligero ("N/“N) de la muestra y del estandar,
respectivamente.

Analisis de datos

Las tasas de fijacion de N, en sedimentos se expresaron
en micromoles por metro cuadrado por hora (umol m2 h').
Se realizaron pruebas t de Student para identificar las diferen-
cias de las tasas de fijacion de N, en sedimentos entre los
tratamientos con luz y en oscuridad y entre los nicleos SV y
CV. Para determinar las diferencias entre estaciones de
muestreo, se utilizd un analisis de varianza de una via y una
prueba a posteriori de Tukey, ya que los datos cumplieron
con los supuestos de normalidad y homocedasticidad. Para
los datos de tasas de fijacion de N, en la filosfera, se utiliza-
ron pruebas t de Student para identificar diferencias entre las
hojas 2 y 4, y entre los tratamientos con luz y en oscuridad.
Los datos de las tasas de fijacion de N, en la filosfera, el
tamafio de grano, C,,, N, la concentracion de clorofila a y los
valores de 8'°N no cumplieron con los supuestos de normali-
dad y de homocedasticidad, por lo que se utiliz6 el estadistico
no paramétrico de Kruskal-Wallis para determinar diferen-
cias entre estaciones de muestreo. Los resultados se conside-
raron significativos cuando P < 0.05. Los andlisis estadisticos
se realizaron con el programa STATISTICA 8.0.

RESULTADOS
Tasas de fijacion de N, en sedimentos
Las tasas de fijacion de N, en sedimentos superficiales,

en general, fueron mayores en los tratamientos en oscuridad
que en los tratamientos con luz (Fig. 2), aunque no se
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RESULTS

N, fixation rates in sediments

N, fixation rates in surface sediments were in general
higher in the treatments carried out in darkness than under
light conditions (Fig. 2), though there were no significant dif-
ferences between treatments (P > 0.05), except for the SV
cores from station i-BF (P = 0.006). The fixation rate profiles
showed little variation with regard to depth (coefficient of
variation <10%) and no clear or consistent pattern. The
results for the different depths were therefore integrated for
the analysis and discussion, without taking into account the
extreme values obtained for one CV core from i-BF. The
lowest depth-integrated N, fixation rates were found at o-BF:
7.0+ 0.5 and 8.9 + 3.1 umol m2 h! for the SV and CV cores,
respectively. The values for the rest of the stations ranged
from 10.3 to 12.0 umol m2 h™!, but significant differences
(P <0.05) were only observed between the o-BF and OUT
SV cores (Fig. 3). At OUT and bSQ, higher fixation rates
were obtained for the SV cores than for the CV cores, and
at 0-BF and i-BF the rates were higher for the CV cores, but
the differences were not significant. N, fixation rates with
and without sodium molybdate were not significantly differ-
ent (Fig. 3), except at bSQ where ~40% of the fixation was
attributed to sulfate-reducing bacteria. The extreme N, fixa-
tion rates found for one of the i-BF CV cores (between
centimeters 2 and 5) ranged from 9.6 to 35.0 umol m2 h'!;
these values were not detected in the treatment with sodium
molybdate and can therefore be attributed to sulfate-reducing
bacteria.

N, fixation rates in the phyllosphere

N, fixation rates in the phyllosphere did not show signifi-
cant differences (P > 0.05) between leaf 2 and leaf 4, so the
rates for both leaves were considered as replicates for the
subsequent analyses. At most stations (except i-BF), N, fixa-
tion rates were higher in the experiments carried out in dark-
ness than in those carried out under light conditions (Fig. 4a),
but the differences were not significant (P > 0.05). Despite
there being no significant differences among stations or
between the treatments with and without irradiance (H; »4) =
6.46, P =1.00, and H 3 ,4=3.07, P = 0.385, respectively), the

rates tended to increase at the innermost stations.

N, fixation rates in the phyllosphere were prorated by the
shoot density obtained in winter 2014 (Sandoval-Gil, unpub-
lished data). The spatial trend of the prorated data was similar
to the distribution of the shoot density values (Fig. 4b),
increasing from station OUT to the west arm. The values for
bSQ were lower than those for OUT. The contribution of epi-
phytic bacteria within the Z. marina meadows, considering
the fixation rates in both the phyllosphere and sediments, was
~7% (0.6 £ 0.1 pumol m2 h') (Fig. 5).
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Figure 2. Spatial variation in N, fixation in (a) bare (SV) and
(b) vegetated (CV) surface sediments. N, fixation rates under light
and dark conditions are shown for each sampling station. Values
represent the mean + 1 standard error (n = 3).

Figura 2. Variacion espacial de la fijacion de N, en los sedimentos
superficiales (a) sin vegetacion (SV) y (b) con vegetacion (CV).
Se muestran las tasas de fijacion de N, bajo condiciones de luz y
de oscuridad para cada estacion de muestreo. Los valores
representan el promedio + 1 error estandar (n = 3).

encontraron diferencias significativas entre tratamientos
(P >0.05), excepto para los ntcleos SV de la estacion i-BF
(P =0.006). Los perfiles de las tasas de fijacion de N, presen-
taron poca variacion con respecto a la profundidad
(coeficiente de variacion <10%), sin un patrén claro o consis-
tente. Por tanto, se integraron los resultados de las diferentes
profundidades para su andlisis y discusion, sin considerar en
la integracion los valores extremos encontrados para un
nucleo CV de i-BF. Las tasas de fijacion de N, integradas
mas bajas se encontraron en la estacion o-BF (7.0 = 0.5 y
8.9 + 3.1 umol m=2 h™! para los nuicleos SV y CV, respectiva-
mente). En el resto de las estaciones, las tasas variaron entre
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Figure 3. Spatial variation in integrated N, fixation rates in
vegetated (CV) and bare (SV) sediments at the 4 sampling
stations: (a) 0-BF, (b) i-BF, (¢) OUT, and (d) bSQ. The treatments
with sodium molybdate (+Mo) and without sodium molybdate are
shown. Values represent the mean of the replicates + 1 standard
error (n = 3), except for the i-BF CV cores where n = 2. The
asterisk represents the extreme value in one i-BF CV core.

Figura 3. Variacion espacial de las tasas de fijacion de N,
integradas en los sedimentos con vegetacion (CV) y sin vegetacion
(SV) en las 4 estaciones de muestreo: (a) o-BF, (b) i-BF, (¢) OUT
y (d) bSQ. Se muestran los tratamientos con molibdato de sodio
(+Mo) y sin molibdato de sodio. Los valores representan el
promedio de las réplicas + 1 error estandar (n = 3), excepto para el
nucleo CV de i-BF en donde n = 2. El asterisco representa el valor
extremo en un nucleo CV de i-BF.

+Mo

Sediment characteristics

The sediments were mainly composed of sand and silt;
clay represented less than 3%. Silt, C,,, and N contents were
similar between depths and between the CV and SV cores
within each station; however, there were significant differ-
ences among stations. C,,, and N contents (Fig. 6a, b) showed
a spatial gradient, the highest values occurring at station i-BF,
but there were no significant differences (P > 0.05) between
the CV and SV cores. The C,,/N ratio was 6.9 + 0.2 at i-BF,
7.1 £0.2 at bSQ, 6.0 + 1.8 at OUT, and 4.4 = 0.2 at o-BF.
C, and N showed a significant correlation (P < 0.05) with
silt content (r = 0.7). Silt content (Fig. 6¢) increased towards
the innermost stations and there were significant differences
(P <0.05) between the stations closest to the mouth (OUT
and o-BF) and farthest from the mouth (i-BF and bSQ),
ranging from 1% to 34% at OUT and from 42% to 72% at the
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10.3 y 12.0 pmol m= h™', y s6lo se encontraron diferencias
significativas (P < 0.05) entre la estacion o-BF y la estacion
OUT para los nucleos SV (Fig. 3). En las estaciones OUT y
bSQ, los nucleos SV presentaron tasas de fijacion mas altas
que los nticleos CV, y en las estaciones 0-BF ¢ i-BF las tasas
fueron mas altas para los nicleos CV, aunque las diferencias
no fueron significativas. Las tasas de fijacion de N, en los
tratamientos con y sin molibdato de sodio no presentaron
diferencias significativas (Fig. 3) excepto en la estacion bSQ,
en donde ~40% de la fijacion puede ser atribuido a las
bacterias sulfatoreductoras. Los valores extremos de las tasas
de fijacion de N, que se encontraron para uno de los nicleos
CV de i-BF, entre los centimetros 2 y 5, variaron entre 9.6 y
35.0 umol m2 h'; estos valores no se detectaron en el trata-
miento con molibdato de sodio, por lo que dichas tasas
pueden ser atribuidas a bacterias sulfatoreductoras.

Tasas de fijacion de N, en la filosfera

Las tasas de fijacion en la filosfera no presentaron dife-
rencias significativas (P > 0.05) entre la hoja 2 y la hoja 4,
por lo que las tasas de ambas hojas se consideraron como
réplicas para los analisis posteriores. En la mayoria de las
estaciones (excepto en i-BF), las tasas de fijacion de N,
fueron mas altas en los tratamientos en oscuridad que en los
tratamientos con luz (Fig. 4a), aunque estas diferencias no
fueron significativas (P > 0.05). A pesar de que no se presen-
taron diferencias significativas entre estaciones ni entre los
tratamientos con luz y en oscuridad (H; ,4)= 6.46, P=1.00y
Hg. 20y = 3.07, P = 0.385, respectivamente), las tasas de fija-
cién mostraron una tendencia a incrementar en las estaciones
mas internas.

Los datos de las tasas de fijacion de N, en la filosfera
fueron prorrateados por la densidad de haces obtenida en el
invierno de 2014 (Sandoval-Gil, datos no publicados). La
tendencia espacial de los datos prorrateados fue similar a
la distribucion de los valores de densidad de haces (Fig. 4b);
se observd un incremento de la estacion OUT hacia i-BF, y
los valores para bSQ fueron menores que los valores para
OUT. La contribucion de las bacterias epifitas dentro de
las praderas de Z. marina, considerando las tasas de fijacion
de N, en la filosfera y en los sedimentos, fue de ~7%
(0.6 £ 0.1 umol m= h™") (Fig. 5).

Caracteristicas de los sedimentos

Los sedimentos estuvieron compuestos principalmente
por arenas y limos; las arcillas representaron menos del 3%.
Dentro de cada estacion, los contenidos de limos, C,, y N
fueron similares entre profundidades y entre los nicleos CV
y SV; sin embargo, se encontraron diferencias significativas
entre estaciones. El contenido de C,, y de N (Fig. 6a, b) en
los sedimentos presentd un gradiente espacial, donde los
valores mas altos se encontraron en la estacion i-BF, pero no
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Figure 4. Spatial variation in N, fixation in the phyllosphere per
square centimeter of leaf (a) and per square meter (b). N, fixation
rates under light and dark conditions are shown for each sampling
station. Values represent the mean + 1 standard error (n = 6). The
dotted line represents Zostera marina shoot density.

Figura 4. Variacion espacial de la fijacién de N, en la filosfera por
centimetro cuadrado de la hoja (a) y por metro cuadrado (b). Se
muestran las tasas de fijacion de N, bajo condiciones de luz y de
oscuridad para cada estacion de muestreo. Los valores representan
el promedio + 1 error estandar (n = 6). La linea punteada
representa la densidad de haces de Zostera marina.

innermost stations. N, fixation was also significantly corre-
lated with C,,, and silt content (P <0.05, r = 0.19 and 0.20,
respectively). The chlorophyll a content of surface sediments
did not show significant differences (P >0.05) among
stations or between the CV and SV cores; however, at 1-BF,
0-BF, and OUT the concentration of chlorophyll a was higher
at the vegetated sites (Fig. 6d). Regarding the correlation
between chlorophyll a and the N, fixation rates and other
sediment variables, it was only significantly correlated with
silt content (r = 0.44).

N isotopic composition of Zostera marina leaves
The N isotopic composition (3'°N) of Z. marina tissues

was lowest at i-BF, though the variability between the repli-
cates was high (values between 6.9%0 and 12.4%o) so there

43

se observaron diferencias significativas (P > 0.05) entre los
ntcleos CV'y SV. La razén C,/N fue de 6.9 £ 0.2 para i-BF,
7.1 £0.2 para bSQ, 6.0 + 1.8 para OUT y 4.4 + 0.2 para o-BF.
El C,, y el N presentaron una correlacién significativa
(P <0.05) con el contenido de limos (r = 0.7). El contenido
de limos (Fig. 6¢) incremento6 hacia las estaciones mas inter-
nas, y se encontraron diferencias significativas (P < 0.05)
entre las estaciones mas cercanas a la boca (OUT y o-BF) y
las estaciones mas internas (i-BF y bSQ). En OUT, el inter-
valo del contenido de limos en los sedimentos fue de 1% a
34%, mientras que en las estaciones mas internas varié de
42% a 72%. También fue significativa la correlacion de la
fijacion de N, con el C,, y con el contenido de limos
(P <0.05, r=0.19 y 0.20, respectivamente). Por otra parte,
la concentracion de clorofila a en la superficie de los sedi-
mentos no presentd diferencias significativas (P > 0.05) entre
estaciones, ni entre los niicleos CV y SV; sin embargo, en las
estaciones i-BF, o-BF y OUT la concentracion de clorofila a
fue mayor en los sitios con vegetacion (Fig. 6d). En cuanto a
la correlacion de la clorofila a con el resto de las variables
accesorias y con las tasas de fijacion de N,, solamente fue
significativa con el contenido de limos (r = 0.44).

Composicion isotopica de N de las hojas de
Zostera marina

Los valores mas bajos de la composicion isotopica de N
(8"°N) en los tejidos de Z. marina se presentaron en i-BF,
aunque la variabilidad entre las réplicas fue alta (valores
entre 6.9%o0 y 12.4%0) y, por tanto, no se encontraron diferen-
cias significativas (P = 0.55) entre estaciones (Fig. 6¢). En las
otras 3 estaciones los valores variaron entre 10.8%o y 11.9%o.

DISCUSION

La fijacion de N, puede ser una fuente de N importante
para los pastos marinos, alternativa a la incorporacion directa
de compuestos nitrogenados presentes en la columna de agua
y en los sedimentos. Pese a su potencial importancia, existen
pocos estudios en los que se han reportado tasas de fijacion
en los sedimentos y en la filosfera de praderas en zonas
templadas. Los resultados del presente estudio, realizado en
bahia San Quintin, sugieren que la fijacion de N, para el
periodo invernal puede ser atribuida principalmente a las
bacterias heterotrofas, tanto en las partes del sedimento
donde no penetra la luz como en la parte superficial e incluso
en la filosfera. Si bien las tasas de fijacion de N, presentaron
poca variabilidad entre las estaciones de muestreo, los sedi-
mentos en las estaciones mas internas, donde el N prove-
niente desde el océano adyacente es escaso, presentaron las
tasas mas elevadas. Las tasas de fijacion mas bajas se midie-
ron en la estacion donde la actividad ostricola es mayor y
donde se han observado altas tasas de desnitrificacion. La
contribucion de las bacterias epifitas a la fijacion de N,
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were no significant differences (P = 0.55) between stations
(Fig. 6¢e). At the other 3 stations the values ranged from
10.8%o to 11.9%o.

DISCUSSION

Benthic N, fixation can be an important source of N for
seagrasses, an alternative to the direct assimilation of nitroge-
nous compounds found in the water column and in sedi-
ments. Despite its potential importance, few studies have
reported fixation rates in sediments and in the phyllosphere
of temperate seagrass meadows. The results of the present
study conducted in San Quintin Bay suggest that N, fixation
in winter can be mainly attributed to heterotrophic bacteria,
both in the parts of the sediment that light does not reach
and at the surface and even in the phyllosphere. Even
though the fixation rates showed little variability between
sampling stations, the sediments at the innermost stations
where ocean-derived N is scarce had the highest rates. The
lowest fixation rates were measured at the station where
oyster aquaculture activity is greater and where high denitri-
fication rates have been found. The contribution of epiphytic
bacteria to benthic N, fixation (sediments + phyllosphere) in
the lagoon was only ~7%.

Contribution of different diazotrophs to N, fixation

In studies addressing N, fixation activity, experiments
carried out in the light and in the dark are used to discrimi-
nate between the activity of cyanobacteria (assuming that
they only carry out N, fixation in the presence of light) and
the activity of heterotrophic bacteria (assuming that they
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Figure 5. Spatial variation in N, fixation rates measured in the
phyllosphere and in the rhizosphere at vegetated sites.

Figura 5. Variacion espacial de las tasas de fijacion de N, medidas
en la filosfera y en la rizosfera en los sitios con vegetacion.
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bentdnica (sedimentos + filosfera) en bahia San Quintin fue
unicamente de ~7%.

Contribucién de los diferentes grupos de diazétrofos

En la determinacion de las tasas de fijacion de N,, los
experimentos con y sin luz se utilizan para discriminar la
actividad de las cianobacterias (suponiendo que Unicamente
realizan la fijacion en presencia de luz) de la actividad de las
bacterias heterétrofas (suponiendo que fijan tanto bajo la
luz como en la oscuridad) en los sedimentos superficiales
expuestos a la luz y en la filosfera (ver McGlathery et al.
1998). A su vez, los experimentos con y sin molibdato de
sodio permiten discriminar la actividad de las bacterias sulfa-
toreductoras (inhibidas con el molibdato) de la actividad del
resto de las heterotrofas (ver McGlathery et al. 1998, Cole y
McGlathery 2012). Con base en estos supuestos, la similitud
en las tasas de fijacion de N, entre los tratamientos con y sin
luz y entre los tratamientos con y sin molibdato de sodio
sugieren que los heterotrofos fueron el grupo funcional con
mayor contribucion a las tasas de fijacion de N, en bahia San
Quintin. Esto implica que, al menos para nuestro periodo de
muestreo (invierno), las cianobacterias fotosintéticas fijado-
ras de N, en las zonas iluminadas (sedimentos superficiales y
filosfera) y las bacterias sulfatoreductoras presentaron, en
general, baja o nula actividad de fijacion. Si bien son pocos
los estudios que han caracterizado los grupos funcionales que
contribuyen a la fijacién de N, en las praderas de pastos
marinos de clima templado, algunos de estos estudios tam-
bién sugieren que las bacterias heterotrofas pueden ser las
principales fijadoras de N, (McGlathery et al. 1998, Cole y
McGlathery 2012). Sin embargo, en algunos sitios se ha com-
probado (Welsh et al. 1996a) o se ha inferido (Russell et al.
2016) que las sulfatoreductoras pueden contribuir con un alto
porcentaje de la fijacion de N, en los sedimentos. A pesar de
su aparente importancia en la fijacion de N, en habitats ben-
tonicos marinos, incluidas las praderas de pastos marinos, el
grupo funcional de los fijadores heterétrofos no ha sido
caracterizado detalladamente, a diferencia de las cianobacte-
rias y las bacterias sulfatoreductoras.

No tenemos una explicacion clara del por qué, al igual
que en otros sitios templados, la contribuciéon de las ciano-
bacterias a la fijacion total de N, en los sedimentos superfi-
ciales y en la filosfera fue aparentemente baja. Una posible
explicacion es que, en invierno, la luz disponible para la
actividad fotosintética de las cianobacterias haya sido limi-
tante. Por otro lado, Knapp (2012) sugirié que, a diferencia
de las bacterias heterotrofas fijadoras, incluidas las sulfatore-
ductoras, la actividad de la fijacién de las cianobacterias
bentonicas puede inhibirse por la exposicion prolongada a N
inorganico disuelto en concentraciones cominmente obser-
vadas en bahia San Quintin (>1 uM). Es importante mencio-
nar que, en nuestro estudio, asi como en el de Cole y
McGlathery (2012), la conclusion de que son los heterotrofos
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Figure 6. Spatial variation in (a) organic C (C,), (b) total N, (c) silt, and (d) chlorophyll a (Chla) contents in vegetated sediments (CV) and

bare sediments (SV) from San Quintin Bay. (e) N isotope composition (3'°N) in Zostera marina leaves.
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carry out N, fixation in the presence of light and in the dark)
in surface sediments exposed to light and in the phyllosphere
(see McGlathery et al. 1998). On the other hand, experiments
with and without sodium molybdate are used to discriminate
between the activity of sulfate-reducing bacteria (inhibited by
molybdate) and the activity of the rest of the heterotrophs
(see McGlathery et al. 1998, Cole and McGlathery 2012).
Based on these assumptions, the similarity between the N,
fixation rates obtained in the experiments with and without
light and in the experiments with and without sodium molyb-
date suggest that heterotrophs are the functional group that
contributes the most to N, fixation rates in San Quintin Bay.
This means that, at least during our study period (winter),
photosynthetic N,-fixing cyanobacteria in the sections
exposed to light (surface sediments and phyllosphere) and
sulfate-reducing bacteria showed, in general, little or no N,
fixation activity. Although only a few studies have character-
ized the functional groups that contribute to N, fixation in
temperate seagrass meadows, some of these studies have also
suggested that heterotrophs may be the main N,-fixing bacte-
ria (McGlathery et al. 1998, Cole and McGlathery 2012).
Other studies, however, have found (Welsh et al. 1996a) or
inferred (Russell et al. 2016) that sulfate-reducing bacteria
contribute a high percentage of N, fixation in sediments.
Despite the importance of N,-fixing heterotrophic bacteria in
benthic marine habitats, including seagrass meadows, this
functional group, unlike cyanobacteria and sulfate-reducing
bacteria, has not been characterized in detail.

There is no clear explanation as to why, as at other
temperate sites, the contribution of cyanobacteria to total N,
fixation in surface sediments and the phyllosphere was
apparently low. One possibility is that in winter, the light
available for the photosynthetic activity of cyanobacteria
may have been insufficient. Knapp (2012) suggested that,
unlike N,-fixing heterotrophic bacteria, including sulfate-
reducing bacteria, the N,-fixing activity of benthic cyanobac-
teria may be inhibited by exposure for prolonged periods to
dissolved inorganic N concentrations commonly observed in
San Quintin Bay (>1 pM). Like Cole and McGlathery
(2012), our conclusion that heterotrophs are the dominant
functional group responsible for N, fixation in the illumi-
nated substrates (surface sediments and seagrass leaves) is
based on the assumption that photoautotrophic N,-fixing
cyanobacteria would only contribute to fixation in the treat-
ments with light. However, the contribution of cyanobacteria
to N,-fixation in the treatments carried out in the dark cannot
be discarded because some unicellular and filamentous
cyanobacteria (with and without heterocysts) are capable of
fixing N during the night (Bergman et al. 1997, Severin and
Stal 2008). Gracia-Escobar et al. (2014) characterized the
phytoplankton community at one station in the west arm
of the bay and reported that filamentous cyanophytes pre-
dominate during ebb tides, which suggests that they are
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el grupo funcional dominante en la fijaciéon de N, en los sus-
tratos iluminados (sedimentos superficiales y hojas de los
pastos) se basa en el supuesto de que las cianobacterias fija-
doras fotoautotrofas contribuyen a la fijacion unicamente en
los tratamientos con luz. Sin embargo, no se puede descartar
la contribucion de las cianobacterias a la fijacion de N, en los
tratamientos en oscuridad, ya que se sabe que algunas ciano-
bacterias unicelulares y algunas filamentosas (con y sin hete-
rocistos) tienen la capacidad de fijar N durante la noche
(Bergman et al. 1997, Severin y Stal 2008). Gracia-Escobar
et al. (2014) caracterizaron la comunidad fitoplanctonica en
una estacion en el brazo oeste y reportaron que las cianofitas
filamentosas fueron dominantes durante el reflujo de la
marea, lo que sugiere que éstas son resuspendidas desde los
sedimentos del interior de la laguna. Es necesario determinar
si estas cianobacterias son diazotrofas bentonicas y si fijan N,
durante el dia o la noche.

La contribucién de las bacterias sulfatoreductoras a la
fijacion de N, fue baja en la mayoria de las estaciones (entre
el 0% y 15%). En otros sitios con presencia de Z. marina
también se ha observado que las bacterias sulfatoreductoras
contribuyen poco (<25%) a las tasas de fijacion total
(McGlathery et al. 1998, Cole y McGlathery 2012), lo cual
ha sido asociado a sedimentos arenosos con baja concentra-
cioén de materia organica (<2%). En general, los sedimentos
de bahia San Quintin presentan bajo contenido de arcillas
(<3%); en las zonas mas dinamicas (estaciones OUT y 0-BF),
los sedimentos son arenosos y presentan bajo contenido de C
(<1%), mientras que en las estaciones internas predominan
los lodos limosos (Daessl¢ et al. 2009) con contenido de C,,
sedimentario ligeramente mayor (Fig. 6a). El tamafio de
grano y la hidrodindmica parecen limitar la acumulacion de
C,y en los sedimentos de las estaciones mas cercanas a la
boca de la laguna, lo que a su vez evita la generacion de
condiciones anoxicas y, por tanto, limita la sulfatoreduccion.
Sin embargo, en la estacion bSQ, donde los sedimentos
estuvieron compuestos principalmente por limos y donde el
contenido de C,,, fue mayor que 1%, las bacterias sulfatore-
ductoras contribuyeron con ~40% a las tasas de fijacion de
N,. Se han reportado altas contribuciones (>50%) a la fija-
cion de N, en sedimentos por parte de las bacterias sulfatore-
ductoras, tanto en sitios con contenido de materia organica
sedimentaria relativamente bajo (<0.4%, Capone 1982) como
en sitios en donde los aportes de materia organica al
sedimento son altos (Welsh et al. 1996b, Fulweiler et al.
2013). En una de las 3 réplicas de los nucleos CV de la esta-
cion i-BF, cuyo contenido promedio de C,, fue de 2.1%, se
midieron las tasas de fijacion de N, mas altas de nuestro
estudio (31 wmol m? h™') y estuvieron asociadas a bacterias
sulfatoreductoras. Ya que las otras réplicas tuvieron un conte-
nido similar de C,, pero presentaron menores tasas de fija-
cion de N,, estos resultados indican que las comunidades
bacterianas pueden estar distribuidas de manera heterogénea
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resuspended from inner lagoon sediments. It is important
to determine whether these cyanobacteria are benthic
diazotrophs and if they fix N during the day or night.

The contribution of sulfate-reducing bacteria to N,
fixation was low at most stations (between 0% and 15%).
Sulfate-reducing bacteria have also been found to contribute
little (<25%) to total fixation rates at other sites occupied by
Z. marina (McGlathery et al. 1998, Cole and McGlathery
2012), and this has been associated with sandy sediments
with low concentration of organic matter (<2%). In general,
the San Quintin Bay sediments are characterized by low clay
content (<3%). In the more dynamic areas (stations OUT and
0-BF) the sediments are sandy and have low C content
(<1%), whereas at the inner stations there is a predominance
of silty muds (Daesslé¢ et al. 2009) with slightly higher C,,
content (Fig. 6a). The hydrodynamics and grain size seem to
limit the accumulation of C,,, in the sediments of the stations
closest to the mouth, which in turn prevents the generation of
anoxic conditions, thereby limiting sulfate reduction. At
station bSQ, however, where the sediments are mainly
composed of silt and C,, content was >1%, sulfate-reducing

bacteria contributed ~40% to the N, fixation rates. Sulfate-
reducing bacteria have been reported to contribute >50% to N
fixation in sediments both at sites with relatively low organic
matter content (<0.4%, Capone 1982) and at sites where
organic matter inputs to sediment are high (Welsh et al.
1996b, Fulweiler et al. 2013). In the present study, the highest
N, fixation rates (31 pmol m2h'), which were associated
with sulfate-reducing bacteria, were measured in one of the 3
replicates of the CV cores from station i-BF that had an aver-
age C,, content of 2.1%. Since the other replicates had a

similar C,, content but lower N, fixation rates, these results

indicate that the bacterial communities can be distributed het-
erogeneously in the sediments, forming microzones of high
biomass near the roots and rhizomes with high availability of
labile C,,, (O’Donohue et al. 1991).

N, fixation rates in sediments

The N, fixation rates measured in the lagoon sediments
in this study (167 to 288 umol m= d!) are within the ranges
reported for other temperate seagrass meadows (Capone
1982, Welsh et al. 1996a, McGlathery et al. 1998, Cole and
McGlathery 2012, Cook et al. 2015); however, when com-
pared to measurements carried out only during the winter, our
results are relatively high. For example, McGlathery et al.
(1998) reported rates ranging from 86 to 193 pmol m= d-! for
sediments from a Z. marina meadow in Limfjord, Denmark,
and Welsh et al. (1996a) reported rates ranging from 7.1
to 14.3 umol m2 d!' for Zostera noltii meadows in Bassin
d’Archachon, France.

In general, N, fixation rates exhibited reduced spatial
variability in the different spatial levels examined here
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en los sedimentos, formando microzonas de alta biomasa
cerca de las raices y rizomas con alta disponibilidad de C,,
labil (O’Donohue et al. 1991).

Tasas de fijacion de N, en los sedimentos

Las tasas de fijacion de N, en los sedimentos de bahia San
Quintin medidas en este estudio (de 167 a 288 umol m=2 d')
se encuentran dentro de los intervalos reportados para otros
sitios templados con praderas de pastos marinos (Capone
1982, Welsh et al. 1996a, McGlathery et al. 1998, Cole y
McGlathery 2012, Cook et al. 2015). Sin embargo, al compa-
rarlos con mediciones realizadas Unicamente durante el
invierno, nuestros resultados son relativamente altos. Por
ejemplo, McGlathery et al. (1998) reportaron tasas de entre
86 y 193 pumol m=2 d! para sedimentos con presencia de
praderas de Z. marina en Limfjord, Dinamarca, mientras
que Welsh et al. (1996a) reportaron tasas de entre 7.1 y
14.3 pmol m2 d! para praderas de Zostera noltii en Bassin
d’Archachon, Francia.

En general, las tasas de fijacion de N, exhibieron poca
variabilidad en los distintos niveles espaciales aqui estudia-
dos: a distintas profundidades de la columna sedimentaria,
dentro y fuera de las praderas de cada estacion de muestreo, y
entre las estaciones en la laguna. Es posible que la poca
variabilidad espacial de las tasas de fijacion de N, esté rela-
cionada con las bajas biomasas y el escaso crecimiento de
Z. marina durante los meses de invierno. En bahia San
Quintin, los pastos marinos presentan la maxima biomasa en
primavera y verano (~200 g peso seco m2) y la minima en
invierno (<100 g peso seco m~2) en funcién del ciclo estacio-
nal de la intensidad de la Iuz y de la temperatura (Cabello-
Pasini et al. 2003, Sandoval-Gil et al. 2015). Se ha observado
que las tasas de fijacion de N, en praderas de pastos marinos
estan estrechamente relacionadas con la variabilidad en el
metabolismo de los pastos, es decir, mayores tasas en la tem-
porada de mayor crecimiento y menores tasas en invierno
(McGlathery et al. 1998, Welsh 2000). Dicha relacion se
puede explicar por el hecho de que en los periodos mas pro-
ductivos los pastos exudan mayores cantidades de C,, labil a
través de las raices y rizomas, lo que favorece la actividad de
las bacterias heterdtrofas, incluidas las sulfatoreductoras
(Moriarty et al. 1986, Welsh 2000).

La baja productividad vegetativa de los pastos marinos en
invierno también podria explicar por qué no se observaron
diferencias significativas entre las tasas de fijacion en los
sedimentos dentro y fuera de las praderas, como se ha obser-
vado en otros estudios (Russell et al. 2016). Por otro lado,
Cole y McGlathery (2012) observaron tasas de fijacion
similares dentro y fuera de praderas jovenes (entre 2 y 3 afios
de haberse establecido y con densidad <100 haces m2) de
Z. marina, en tanto que en praderas maduras (7 a 8 afios y
densidad >400 haces m) la fijacion fue mayor dentro de las
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(different depths in the sediment column, within and outside
the seagrass meadows at each sampling station, and between
sampling stations). The little spatial variation in N, fixation
rates could be related to low biomass and scanty growth of
Z. marina during the winter months. At San Quintin Bay,
seagrass biomass is maximum in spring and summer
(~200 g dry weight m2) and minimum in winter (<100 g dry
weight m2) in accordance with the seasonal cycle of temper-
ature and light intensity (Cabello-Pasini et al. 2003,
Sandoval-Gil et al. 2015). N, fixation rates in seagrass mead-
ows are closely related to the variability in seagrass metabo-
lism, with higher rates during the growing season and lower
rates in winter (McGlathery et al. 1998, Welsh 2000). An
explanation for this relationship is that during the most pro-
ductive periods, seagrasses exude greater amount of labile
C, through the roots and rhizomes, favoring the activity of
heterotrophic bacteria, including sulfate-reducing bacteria
(Moriarty et al. 1986, Welsh 2000).

Low seagrass productivity in winter may also explain
why there were no significant differences in N, fixation rates
between vegetated and bare sediments, as has been observed
in other studies (Russell et al. 2016). Cole and McGlathery
(2012) found similar fixation rates within and outside young
Z. marina meadows (2 to 3 yr old, density <100 shoots m2),
whereas in the case of older meadows (7 to 8 yr old, den-
sity >400 shoots m2), fixation rates were higher within the
meadows. These authors suggest that shoot density could
play an important role in controlling the differences in fixa-
tion rates at vegetated and bare sites. At San Quintin Bay,
shoot density at the sampling stations in winter ranged from
170 to 300 shoots m2 (Fig. 4), which is probably a low
density to induce differences in the fixation rates within and
outside the meadows. Slightly higher fixation rates were
measured in the bare sediments from stations OUT and bSQ
(Fig. 3). The bSQ sediments also had a slightly higher chloro-
phyll a content (Fig. 6d). Since chlorophyll a content is con-
sidered an indicator of microalgal biomass (Nagel 2004), the
fact that N, fixation is higher in bare sediments than in
vegetated sediments suggests that N,-fixing cyanobacteria
are contributing to fixation in bare sediments (Nagel 2004,
Russell et al. 2016).

Fixation rates were significantly lower at station o-BF
than at the other 3 stations; the highest 6"°N values (~12%o)
determined for seagrass leaves were also recorded at this sta-
tion (Fig. 6e). In other studies (Sandoval-Gil et al. 2015 and
unpublished data), maximum 6N values have also been
found for Z. marina at this same site, suggesting that denitri-
fication is an intense process that dominates over N, fixation.
The sediments at this oyster farming site were the most
affected by the feces and pseudofeces produced by oysters
(Sandoval-Gil et al. 2016), as reflected by the low C,/N
ratios (4.4 £ 0.2). Several studies have shown that oyster
cultures input a large amount of labile organic matter (as
feces or pseudofeces) to sediments (Newell et al. 2005) and
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praderas. Estos autores sugieren que la densidad de haces
puede jugar un papel importante en el control de las diferen-
cias de las tasas de fijacion dentro y fuera de las praderas. En
bahia San Quintin, la densidad de haces en las estaciones
muestreadas en invierno varia entre 170 y 300 haces m™
(Fig. 4), una densidad probablemente baja para inducir dife-
rencias en las tasas de fijacion dentro y fuera de las praderas.
Cabe mencionar que en las estaciones OUT y bSQ se presen-
taron tasas de fijacion de N, ligeramente mayores en los
sedimentos sin vegetacion (Fig. 3); en el caso de bSQ, dichos
sedimentos también tuvieron un ligero mayor contenido de
clorofila a (Fig. 6d). Ya que el contenido de clorofila a es
considerado un indicador de la biomasa de microalgas bento-
nicas (Nagel 2004), el que la fijacion en los sedimentos sin
vegetacidn sea mayor en comparacion con los sedimentos
adyacentes con vegetacion probablemente sugiere que las
cianobacterias fijadoras de N, estan contribuyendo a la fija-
cion en sedimentos sin vegetacion (Nagel 2004, Russell et al.
2016).

La unica estacion en donde las tasas de fijacion fueron
significativamente mas bajas que en el resto de las estaciones
fue en 0-BF; en esta estacion también se observaron los
valores mas altos de 6'"°N (~12%o) de las hojas de los pastos
(Fig. 6e). En otros estudios (Sandoval-Gil et al. 2015 y
datos no publicados) también se han observado los valores
maximos de 8N en Z. marina en esta estacion, lo cual
sugiere que la desnitrificacion es un proceso intenso que
domina sobre la fijacion de N,. En esta estacion ocurre el
impacto mas directo de la ostricultura en los sedimentos a
través de los aportes de heces y pseudoheces (Sandoval-Gil
etal. 2016), como lo reflejan las bajas razones C,,/N sedi-
mentario (4.4 + 0.2). En diversos estudios se ha demostrado
que los ostricultivos aportan una gran cantidad de materia
organica labil proveniente de las heces y las pseudoheces a
los sedimentos (Newell et al. 2005) y que dichos aportes
intensifican el proceso de desnitrificacion (Kellogg et al.
2014). Otros estudios han demostrado que los aportes de
materia organica labil hacia los sedimentos pueden inducir a
que la desnitrificacion predomine sobre la fijacion de N,
(Fulweiler et al. 2013). Se puede suponer, entonces, que la
desnitrificacion puede ser dominante en los sedimentos de
la zona o-BF, y posiblemente limita la actividad de los
diazotrofos. Sin embargo, es necesario realizar estudios para
entender la interaccion entre las bacterias desnitrificadoras y
los diazotrofos y cuales son las posibles causas que limitan o
intensifican la actividad de ambos grupos.

Tasas de fijacion de N, en la filosfera

Soélo una pequeiia fraccion (~7%) de las tasas de fijacion
benténica de N, (sedimentos + filosfera) en bahia San
Quintin puede ser atribuida a la fijacion en la filosfera (por
bacterias epifitas), como se ha reportado para otros sitios con
Zostera spp. de zonas templadas en invierno (McRoy et al.
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that these inputs intensify the denitrification process (Kellogg
et al. 2014). Other studies have shown that inputs of labile
organic matter to sediments can induce a predominance of
denitrification over N, fixation (Fulweiler et al. 2013). It can
thus be assumed that denitrification dominates in sediments
at station o-BF, possibly limiting the activity of diazotrophs.
Further studies are necessary to understand the interaction
between denitrifying bacteria and diazotrophs and to identify
the possible causes limiting or intensifying the activity of
both groups.

N, fixation rates in the phyllosphere

Only a small fraction (~7%) of the benthic N, fixation
rates (sediments + phyllosphere) in San Quintin Bay can be
attributed to fixation in the phyllosphere (by epiphytic
bacteria), as has been reported for other temperate sites
occupied by Zostera spp. in winter (McRoy et al. 1973,
Welsh 2000); however, N, fixation rates in the phyllosphere
were low (<13 umol m2 d™') compared with rates measured
in Z. marina meadows in summer (>100 pmol m2 d!, Cole
and McGlathery 2012). As in the case of sediments, one of
the factors stimulating fixation rates in the phyllosphere is
labile C exuded by seagrasses, in this case through the leaves,
since this C serves as substrate for diazotrophs (Capone et al.
1979). The amount of N,-fixing epiphytes in the leaves can
also determine the variation in fixation rates in the phyllo-
sphere (Reynolds et al. 2015). In this study we did not mea-
sure epiphyte biomass, but visually there were no differences
in coverage between leaves 2 and 4 of the same shoot, nor
between the leaves from different meadows. This apparent
homogeneity in epiphyte biomass between leaves and sta-
tions probably contributed to the low variation in N, fixation
rates in the phyllosphere. It would be recommendable for
future studies to measure epiphyte biomass and characterize
the community of N,-fixing bacteria.

Contribution of N, fixation to seagrass N demand

Based on the specific N demand values (umol g!' dry
weight h™!) for the growth and foliar biomass of Z. marina in
winter reported by Sandoval-Gil et al. (2015), N demand val-
ues of 114 to 238 pumol m2 h™! were estimated for Z. marina
(Table 1). The benthic N, fixation rates obtained in this study
(phyllosphere + sediment) were 9.5 to 13.0 umol m2 h!, so
this process would potentially supply between 5% and 10%
of the N required by Z. marina in San Quintin Bay, similar to
that reported for other systems (5-12%) (Welsh et al. 1996a,
McGlathery et al. 1998); however, the values are low com-
pared with the direct uptake of dissolved inorganic N by
foliar and subterranean tissues (>300 pmol m2 h-!, Sandoval-
Gil et al. 2015). Given that shoot density is higher at i-BF,
N, fixation rates per square meter are higher at this station
(Fig. 4b), which is coherent with the higher percent
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1973, Welsh 2000). Las tasas de fijacion en la filosfera
fueron bajas (<13 pumol m? d') comparadas con las tasas
medidas en praderas de Z. marina durante el verano
(>100 pmol m2 d!, Cole y McGlathery 2012). Al igual que
en los sedimentos, uno de los factores que estimulan las tasas
de fijacion en la filosfera es el C labil exudado por los pastos
marinos, en este caso a través de las hojas, ya que este C sirve
como sustrato para los diazoétrofos (Capone et al. 1979).
También la cantidad de epifitas fijadoras de N, en las hojas
puede determinar la variacion de las tasas de fijacion en la
filosfera (Reynolds et al. 2015). Aunque en este trabajo no se
midi6 la cantidad de epifitas, visualmente no se apreciaron
diferencias en su cobertura entre las hojas 2 y 4 de un mismo
haz, ni entre las hojas de diferentes praderas. Esta aparente
homogeneidad en el contenido de epifitas entre hojas y
estaciones probablemente contribuy¢ a la baja variabilidad en
las tasas de fijacion de N, en la filosfera. Sin embargo, es
recomendable que en futuros estudios se mida la cantidad de
epifitas y se caracterice la comunidad de bacterias fijadoras.

Contribucion de la fijacién de N, a la demanda de N de
Zostera marina

A partir de los valores de la demanda especifica de
N (umol g peso seco h'') para el crecimiento y de las bio-
masas foliares de Z. marina durante invierno reportados por
Sandoval-Gil et al. (2015), se calculd una demanda de N
de 114 a 238 umol m= h! (Tabla 1). Las tasas de fijacion
bentdnica de N, obtenidas en el presente estudio (filosfera +
sedimento) fueron de 9.5 a 13.0 pmol m2 h™!, por lo que este
proceso potencialmente aportaria entre el 5% y 10% del N
requerido por Z. marina en bahia San Quintin, similar a lo
reportado para otros sistemas (5-12%) (Welsh et al. 1996a,
McGlathery et al. 1998) y baja comparada con la incorpora-
cion directa de N inorganico disuelto por tejidos foliares y
subterraneos (>300 pmol m2 h-!, Sandoval-Gil et al. 2015).
Dado que la densidad de haces es mayor en i-BF, las tasas de
fijaciéon de N, por metro cuadrado fueron mas elevadas en
esta estacion (Fig. 4b), lo que es coherente con el mayor por-
centaje de contribucion de la fijacion para la demanda de N
de las plantas que crecen en esta estacion. Lo anterior tam-
bién puede estar relacionado con los valores mas bajos de
SN (<11%o) de hojas de Z. marina observados en la estacion
i-BF en el presente estudio y en estudios previos (Sandoval-
Gil et al. 2015; Hernandez-Lopez et al., datos no publicados),
ya que la composicion de la fuente, el N, atmosférico, es cer-
cana a 0%o (Sharp 2007); por lo tanto, este proceso puede
ocasionar un decremento de los valores de 3!°N.

Contribucién de la fijacion de N, como fuente de N en
bahia San Quintin

Finalmente, realizamos un calculo para estimar el papel
de la fijacion de N, en el balance de N en bahia San Quintin
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Table 1. Values of N, fixation (phyllosphere + rhizosphere), N demand of Zostera marina, and percent contribution of N, fixation to Z. marina

N demand. DW = dry weight.

Tabla 1. Valores de fijacion de N, (filosfera + rizosfera), demanda de N de Zostera marina y porcentaje de contribucion de la fijaciéon de N, a

la demanda de Z. marina. DW = peso seco.

Sampling Biomass* N demand* N demand N fixation Percent
station (gDW m™) (umol gDW-' h1) (umol m2 h™) (umol m2 h™) contribution
i-BF 178 0.7 125 12.5 10.8
0-BF 229 0.5 114 9.5 8.4
OuT 199 1.2 238 11.5 4.8
bSQ 242 0.8 194 10.7 55

* Sandoval-Gil et al. (2015)

contribution of N, fixation to the N demand of plants grow-
ing at that station. The latter could also be related to lower
31N values (<11%o) obtained for Z. marina leaves at station
i-BF in the present and previous studies (Sandoval-Gil et al.
2015; Hernandez-Lopez et al., unpublished data), since the
composition of the source, atmospheric N,, is close to 0%o
(Sharp, 2007); hence, this process can cause a decrease in
SN values.

Contribution of N, fixation to the N budget of San Quintin
Bay

Finally, we estimated the contribution of N, fixation to
the N budget of San Quintin Bay to test the assumption that
this process in not very important in the lagoon (Camacho-
Ibar et al. 2003). According to Ward et al. (2003), scagrass
meadows, mudflats, and channels cover an area of 20.7, 8.9,
and 8.5 km?, respectively, in San Quintin Bay. The mean N,
fixation rate (sediments + phyllosphere) for the vegetated
sediments from all 4 sites was 266 + 34 umol m~ d-!, and for
the bare sediments, 266 + 98 umol m~2 d-!. Prorating these
rates by the area of each habitat produces N inputs to the sys-
tem by N, fixation of 5.5 + 0.7 x 103 mol d! in the area occu-
pied by Z. marina, 2.4 = 0.8 x 10° mol d! in the mudflats,
and 2.3 + 0.8 x 10° mol d! in the channels, resulting in a total
input of 10.1 £ 2.4 x 10 mol d! (0.26 £+ 0.06 mmol m~ d!).

Using a mass balance model (the LOICZ model),
Camacho-Ibar et al. (2003) calculated an oceanic input of
dissolved inorganic N (nitrate + ammonium) by advection
during winter of 2.2 x 103 mol N d! and an input by tidal
mixing of 86 % 103> mol N d!, for a total oceanic input of
88 x 10° mol N d!. Our results show that N, fixation is
equivalent to ~12% of the oceanic dissolved inorganic N
inputs (Fig. 7). With the same model, Camacho-Ibar et al.
(2003) calculated that the difference between fixation and
denitrification in winter was —0.7 mmol m=2 d!. Therefore,
with our fixation estimate we can calculate a denitrification
rate of 1.0 mmol m= d-!, which corresponds to 38 x 10° mol
Ndt
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para probar el supuesto de que este proceso es poco impor-
tante en la laguna (Camacho-Ibar et al. 2003). De acuerdo
con Ward et al. (2003), el area que cubren los pastos marinos,
las planicies lodosas y los canales en bahia San Quintin es
de 20.7, 8.9 y 8.5 km?, respectivamente. La tasa de fijacion
de N, promedio para los 4 sitios dentro de las praderas
(sedimentos + filosfera) fue de 266 + 34 umol m2 d! y para
los sedimentos sin vegetacion fue de 266 + 98 umol m= d-'.
Prorrateando estas tasas por el area superficial de cada
habitat, los aportes al sistema por fijacion de N, resultaron en
5.5+ 0.7 x 10° mol d! para el area cubierta por Z. marina, en
2.4 £ 0.8 x 103 mol d' para las planicies lodosas y en 2.3 £+
0.8 x 103 mol d™! para los canales, lo que resulta en un aporte
total de 10.1 £ 2.4 x 103 mol d! (0.26 £ 0.06 mmol m2 d!).

Utilizando un modelo de balance de masas (el modelo de
LOICZ), Camacho-Ibar et al. (2003) calcularon un aporte
oceanico de nitrégeno inorgéanico disuelto (nitrato + amonio)
por adveccion durante el invierno de 2.2 x 10° mol N d! y un
aporte por mezcla ocasionado por la marea de 86 x 103 mol
N d!, para un aporte oceanico total de 88 x 10° mol N d'.
Nuestros resultados muestran que la fijacion equivale a
~12% de los aportes de nitrdgeno inorganico disuelto
provenientes desde el océano (Fig. 7). Con el mismo modelo,
Camacho-Ibar et al. (2003) calcularon que la diferencia
entre la fijacion y la desnitrificacion en invierno fue de
—0.7 mmol m~ d-'. Con nuestro célculo de fijacion, por tanto,
podemos estimar una desnitrificacion de 1.0 mmol m=2 d-,
que corresponde a 38 x 10> mol N d-'.

En resumen, nuestros calculos indican que durante el
invierno, la fijacion de N, puede equivaler a la tercera parte
de las pérdidas de N por desnitrificacion. Este resultado es
relevante ya que indica que el aporte de N nuevo por fijacion
no puede considerarse como un flujo despreciable en el
balance de N en bahia San Quintin. Adicionalmente, nuestro
estudio contribuye a la creciente evidencia que indica que las
mediciones de las tasas de fijacion de N, no deben restrin-
girse a sistemas oligotroficos, ya que las tasas de fijacion por
bacterias heterotroficas, incluidas las sulfatoreductoras, en
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In summary, our estimates indicate that in winter, N,
fixation may be equivalent to a third of the N lost via denitri-
fication. This result is relevant because it indicates that the
input of new N by fixation cannot be considered a negligible
flux in the N budget of San Quintin Bay. Moreover, our study
contributes to the growing evidence indicating that N,
fixation rate measurements should not be restricted to
oligotrophic systems, since N, fixation by heterotrophic bac-
teria, including sulfate-reducing bacteria, in temperate envi-
ronments can contribute to reduce the uncertainty in the
global oceanic N budget (Knapp 2012). In San Quintin Bay,
N, fixation in the sediments and in the phyllosphere will
likely be greater during the growing season of Z. marina
(spring and summer) than in winter, as has been reported for
other sites (McGlathery et al. 1998, Welsh 2000). We there-
fore think it is important to measure N, fixation rates
throughout the year, as well as to characterize the N,-fixing
organisms using molecular methods (see, e.g., Bentzon-Tilia
et al. 2015, Newell et al. 2016).
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