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Variation in cell densities and pigment concentrations of symbiotic dinoflagellates
in the coral Pavona clavus in the eastern Pacific (Costa Rica)
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Abstract

The density and chlorophyll concentrations of symbiotic dinoflagellates (zooxanthellae) in the eastern Pacific coral Pavona
clavus were monitored over the transitional period from rainy to dry season in a seasonal upwelling region and in a non-
upwelling region of the Costa Rican Pacific coast. The temporal patterns of algal chlorophyll a and ¢ concentrations displayed a
negative correlation with light availability, irrespective of the study site, while the cell densities followed a dissimilar pattern.
Correlations with water temperature, rainfall, and salinity indicated that a decrease in the density of zooxanthellae was probably
associated with a decrease in water temperature due to seasonal cooling in the upwelling region and the negative effects of
terrestrial runoff during the rainy season in the non-upwelling region (i.e., low salinity and high turbidity). The results of this
study suggest that correlations between zooxanthellae density and water temperature (negative), light intensity (negative), or
nutrients (positive), as proposed in previous studies, might not be applicable for regions where seasonal upwelling and strong
influence of terrestrial runoff represent important features.
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Resumen

Se monitoreo la densidad y la concentracion de clorofila de los dinoflagelados del coral del Pacifico oriental Pavona clavus
durante el periodo de transicidn entre la estacion lluviosa y la seca. EI monitoreo se llevd a cabo en la costa del Pacifico de Costa
Rica, en una region de afloramiento estacional, y en una region donde no se presenta afloramiento. Los patrones temporales de
concentraciones de clorofila a y ¢ mostraron una correlacién negativa con la disponibilidad de la luz, independientemente del
sitio; la densidad de células, en cambio, siguieron un patrén distinto. Las correlaciones con la temperatura del agua, la
precipitacion y la salinidad, indican que el descenso en la densidad de zooxantelas esta probablemente asociado al descenso en la
temperatura del agua debido al enfriamiento estacional de la zona de afloramiento, y con los efectos negativos de la escorrentia
durante la estacion lluviosa en las zonas donde no hay afloramiento; es decir, debido a las bajas salinidades y una alta turbidez.
Los resultados de este estudio sugieren que las correlaciones negativas entre densidad de zooxantelas y temperatura del agua e
intensidad de luz, asi como la positiva con los nutrientes, pueden no ser aplicables para las zonas donde el afloramiento
estacional y la escorrentia son significativos.
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Introduction

A number of studies worldwide have shown that the den-
sity of symbiotic dinoflagellates (zooxanthellae, Symbiodinium
spp.) living in the tissue of scleractinian corals varies with the
season (Stimson 1997, Brown et al. 1999, Fagoonee et al.
1999, Fitt et al. 2000, Costa et al. 2005). These variations are
supposed to represent adjustments to changes in the environ-
ment in order to optimize the physiological performance of the
symbiotic association. In a number of experimental studies,
exposure of corals to higher than normal temperature and/or
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Introduccion

Diversos estudios realizados a nivel mundial han demos-
trado que la densidad de los dinoflagelados simbidticos
(zooxantelas, Symbiodinium spp.) que viven en el tejido de los
corales escleractinios varia segun la estacion del afio (Stimson
1997, Brown et al. 1999, Fagoonee et al. 1999, Fitt et al. 2000,
Costa et al. 2005). Se ha sugerido que estas variaciones repre-
sentan ajustes a los cambios en el entorno con el fin de optimi-
zar la actividad fisiolégica de la asociacién simbi6tica. En una
serie de estudios experimentales se encontr6 que la exposicion
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light/UV irradiance has been shown to reduce algal cell density
and/or pigment concentrations per cell (e.g., Hoegh-Guldberg
and Smith 1989, Glynn and D’Croz 1990), but also low tem-
perature stress has been associated with decreased zooxanthel-
lae densities and changes in chlorophyll concentrations (Saxby
et al. 2003). In addition, increases in ambient nutrient con-
centrations have been shown to increase the cell density
(Hoegh-Guldberg 1994), while the synergistic effect of nutrient
enrichment and lower temperature reduced zooxanthellae den-
sities in the massive eastern Pacific coral Porites lobata
(Schloder and D’Croz 2004).

Despite the progress made based on these experimental
results, the relevance and effect of these factors under gradual
seasonal changes as they occur in the natural environment have
been more difficult to investigate. Only a few studies have
reported a relation between seasonal changes of physical
environmental parameters like seawater temperature, solar
radiation, or nutrient availability and zooxanthellae densities.
Studying Pocillopora damicornis from Hawaii, Stimson
(1997) reported a positive correlation between zooxanthellae
density and dissolved inorganic nitrate concentration, and a
negative one with solar radiation, but no correlation was found
with seawater temperature. A long-term study by Fagoonee et
al. (1999) in Mauritius working with the coral Acropora
formosa suggested a positive correlation between cell density
and nitrate concentrations, while Brown et al. (1999) demon-
strated a negative correlation with sea temperature and solar
radiation. Fitt et al. (2000), working with five Caribbean
species, hypothesized that the density of zooxanthellae was
highest during the winter season and lowest during late
summer-fall periods, coinciding with lowest and highest sea-
water temperatures, respectively. It is not known, however,
whether the findings of these studies are also valid for regions
where turbidity, temperature, or nutrient levels may become
periodically elevated due to increased levels of terrestrial run-
off during periods of high precipitation, or seasonal variation in
seawater temperature and nutrient concentrations during
periods of coastal upwelling.

The Gulf of Papagayo (fig. 1), in the northern coastal
region of the Costa Rican Pacific, is one of the three areas in
the central eastern Pacific where seasonal, wind-driven
upwelling of cool, nutrient-enriched waters occurs (Legeckis
1988, McCreary et al. 1989). The influence of seasonal
upwelling extends from December to April and has been stud-
ied with respect to coral growth and community patterns
(Jiménez 2001, Jiménez and Cortés 2003), and in relation to
the impact of the 1997/98 El Nifio event (Jiménez et al. 2001).
For the non-upwelling region of the central Pacific coast,
reduced densities and chlorophyll concentrations of zooxan-
thellae in the massive coral Porites lobata have been attributed
to the 1991/92 EIl Nifio bleaching event (Jiménez and Cortés
2001). Ballena Marine National Park (fig. 1), also in this
region, is known to be under the impact of low salinities and
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de los corales a una temperatura mayor a la normal y/o a una
mayor cantidad de luz o rayos ultravioleta, produce una reduc-
cién en la densidad de las células de las algas y/o en las con-
centraciones de pigmentos por célula (e.g., Hoegh-Guldberg y
Smith 1989, Glynn y D’Croz 1990). Sin embargo, el estrés pro-
ducido por las bajas temperaturas también esta asociado con el
descenso en las densidades de las zooxantelas y con los cam-
bios en las concentraciones de clorofila (Saxby et al. 2003).
Ademas, los aumentos en las concentraciones de nutrientes
incrementan la densidad de células (Hoegh-Guldberg 1994),
mientras que el efecto sinergético del enriquecimiento de
nutrientes y las bajas temperaturas reduce las densidades de
zooxantelas en el coral masivo del Pacifico oriental, Porites
lobata (Schldder y D’Croz 2004).

A pesar del avance logrado gracias a los resultados de los
experimentos, la relevancia y el efecto de estos factores bajo
cambios estacionales graduales, tal y como suceden en el
ambiente natural, han sido mas dificiles de investigar. Sola-
mente unos cuantos estudios han reportado una relacién entre
los cambios estacionales de los pardmetros del ambiente fisico,
como la temperatura del mar, la radiacidn solar o la disponibili-
dad de nutrientes, con las densidades de zooxantelas. Al estu-
diar la especie Pocillopora damicornis en Hawai, Stimson
(1997) report6 una correlacion positiva entre la densidad de las
zooxantelas y las concentraciones de nitrato inorganico
disuelto, asi como una corrrelacion negativa con la radiacion
solar. No obstante, no se encontré ninguna correlacion con la
temperatura del mar. Un estudio a largo plazo, realizado por
Fagoonee et al. (1999) en la Isla Mauricio, sugirié una correla-
cién positiva en el coral Acropora formosa entre la densidad de
células y las concentraciones de nitrato, mientras que Brown et
al. (1999) demostraron una correlacién negativa con la tempe-
ratura del mar y la radiacion solar. Fitt et al. (2000), al trabajar
con cinco especies del Caribe, propusieron la hipotesis de que
la densidad de zooxantelas era mayor durante el invierno y
menor durante los periodos a finales del verano y del otofio.
Sin embargo, los resultados de estos estudios no certifican que
éstos sean validos para las regiones donde la turbidez, la tem-
peratura o los niveles de nutrientes pueden aumentar periddica-
mente debido a altos niveles de escorrentia durante los
periodos de fuerte precipitacion, o a la variacion en la tempera-
tura del mar y las concentraciones de nutrientes durante perio-
dos de afloramiento.

El Golfo de Papagayo (fig. 1), en la region norte de la costa
del Pacifico de Costa Rica, es una de las tres regiones en el
Pacifico oriental donde se produce un afloramiento estacional
de aguas frias y ricas en nutrientes, ocasionado por el viento
(Legeckis 1988, McCreary et al. 1989). La influencia del aflo-
ramiento estacional se extiende desde diciembre hasta abril, y
ha sido estudiada en relacién con los patrones de crecimiento
del coral y sus comunidades (Jiménez 2001, Jiménez y Cortés
2003), y con el impacto del evento de El Nifio 1997/98
(Jiménez et al. 2001). Para la regién central de la costa del
Pacifico, donde no hay afloramiento, la reduccién de las densi-
dades y las concentraciones de clorofila de las zooxantelas en
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Figure 1. Location of the study sites, Culebra Bay as part of the Gulf of
Papagayo in the northern section, and the Ballena Marine National Park in
the central section of the Costa Rican Pacific coast.

Figura 1. Localizacion de los sitios de estudio en Bahia Culebra, Golfo de
Papagayo, en el sector norte, y el Parque Nacional Marino Ballena en el
sector central de la costa del Pacifico de Costa Rica.

high sedimentation due to terrestrial runoff during the rainy
season, which has been considered to be responsible for the
limited development of coral reefs (Alvarado et al. 2005, Alva-
rado 2006). Despite the current knowledge of the distinct sea-
sonal environmental conditions at these two different sites of
the Costa Rican Pacific coast, no studies have been conducted
with respect to variations in the density and chlorophyll con-
centrations of zooxanthellae over longer temporal scales.

In the present study, variations in the density and chloro-
phyll concentrations of zooxanthellae were examined in one of
the main reef-building coral species, Pavona clavus, over the
transitional period from rainy to dry season in the upwelling
region of Culebra Bay and in the non-upwelling region of
Ballena Marine National Park. Environmental parameters such
as dissolved inorganic nitrogen, salinity, and water temperature
were monitored simultaneously and deployed in conjunction
with meteorological data to reveal possible correlations with
biological parameters.

Material and methods

Monthly replicate (n = 5-9) fragments (5-10 cm?) were
chiseled off from non-shaded upper surfaces of P. clavus
colonies at 7-9 m depth from the Guiri-Guiri coral reefs
(10°36'50.4" N, 85°41'25.4” W) in the seasonal upwelling
region of Culebra Bay, and from Tres Hermanas
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el coral masivo Porites lobata, ha sido atribuida al blanquea-
miento producido por El Nifio 1991/92 (Jiménez y Cortés
2001). El Parque Nacional Marino Ballena (fig. 1), que forma
parte de esta region, esta sujeto a bajas salinidades y alta sedi-
mentacion debido a la escorrentia durante la estacion lluviosa,
la cual se ha sugerido como responsable del limitado desarrollo
de los arrecifes de coral (Alvarado et al. 2005, Alvarado 2006).
A pesar del conocimiento actual de las distintas condiciones
ambientales segln la estacion del afio, en estas dos regiones de
la costa del Pacifico de Costa Rica no se han realizado estudios
de largo plazo en cuanto a las variaciones en la densidad y las
concentraciones de clorofila de las zooxantelas.

En este estudio se examinaron las variaciones en la densi-
dad y las concentraciones de clorofila de las zooxantelas en
uno de los principales corales constructores de arrecifes,
Pavona clavus, durante el periodo de transicion entre la esta-
cién lluviosa y la seca, en la regién de afloramiento, en Bahia
Culebra, y en la regidn sin afloramiento, en el Parque Nacional
Marino Ballena. Se monitorearon simultdneamente parametros
ambientales como el nitrégeno inorganico disuelto, la salinidad
y la temperatura del agua, y se analizaron en conjuncién con
datos meteoroldgicos, con el fin de revelar posibles correlacio-
nes con los parametros bioldgicos.

Materiales y métodos

Se tomaron fragmentos (n = 5-9; 5-10 cm?) de las superfi-
cies superiores no dafiadas de las colonias de P. clavus, a una
profundidad de 7-9 m, en los arrecifes de coral Guiri-Guiri
(10°36'50.4" N, 85°41'25.4" W) de la region de afloramiento
estacional, en Bahia Culebra, y en Tres Hermanas
(09°06'15.8" N, 83°42'23.1" W) de la region sin afloramiento,
en el Parque Nacional Marino Ballena, de septiembre de 2004
a enero de 2005. Las muestras fueron tomadas de distintas
colonias que mostraban un aspecto saludable, y se evitd la
recoleccion en las mismas colonias en los siguientes muestreos
mensuales. Las muestras se transportaron en bolsas plésticas
llenas de agua de mar al laboratorio de campo. Luego, se
envolvieron en papel aluminio y se congelaron en nitrégeno
liquido antes de ser transportadas, dentro de las siguientes 48 h,
a los laboratorios del Centro de Investigacion en Ciencias del
Mar y Limnologia (CIMAR), de la Universidad de Costa Rica.
Los tejidos de coral que contenian zooxantelas fueron despega-
dos con un pincel de aire, utilizando un amortiguador (0.4 M
de NaCl, 20 mM de EDTA, 20 mM de Tris-HCI, pH = 7.6, 4°C;
segun Seutin et al. 1991), y fueron almacenados en tubos de
centrifuga de 10 mL. El precipitado fue homogenizado agre-
gando una solucidn fria de Ditiotreitol (DTT)/Tween 20 (100
mM de DTT y 0.05% (v/v) de Tween 20) y las zooxantelas fue-
ron aisladas después de tres o cuatro tandas de centrifugado
(4000 rpm, 15 min). El precipitado fue resuspendido en 5 mL
de amortiguador. El nimero de células se determiné de una ali-
cuota de 100 pL del precipitado, preservado con 10 pL de for-
mol (~3.8%), con 16 réplicas en un hemocitémetro, y se
expreso en células por cm? de superficie de coral, determinada
por el método del papel de aluminio (Marsh 1970).
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(09°06'15.8" N, 83°42'23.1” W) in the non-upwelling region of
Ballena Marine National Park, from September 2004 to
January 2005. Each sample was taken from distinct, healthy-
looking colonies and collection from the same colonies was
avoided in subsequent sampling months. The samples were
transported in seawater-filled plastic bags to the field labora-
tory, wrapped in aluminum foil, and frozen in liquid nitrogen
before they were transported within 48 h to the laboratories of
the Limnology and Marine Science Research Center (CIMAR),
University of Costa Rica. The coral tissue containing zooxan-
thellae was removed with an airbrush using a buffer (0.4 M
NaCl, 20 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI, pH = 7.6, 4°C; after
Seutin et al. 1991) and collected in 10-mL centrifugation tubes.
The slurry was homogenized by adding a cool dithiothreitol
(DTT)/Tween 20 solution (final concentrations: 100 mM DTT
and 0.05% (v/v) Tween 20), and zooxanthellae were isolated
after three to four steps of centrifugation (4000 rpm, 15 min)
and resuspension of the pellet in 5 mL buffer. The cell number
was determined with a 100-uL aliquot of the homogenate, pre-
served with 10 pL of formalin (final: ~3.8%), by 16 replicate
counts on a haemocytometer and expressed in cells per square
centimeter coral surface area determined by the aluminum foil
method (Marsh 1970).

The remaining algal cells were broken open during several
cycles of freezing, grinding, and centrifuging (4000 rpm,
15 min) before the photosynthetic pigments were extracted
overnight in darkness at —20°C in 10 mL acetone (100%).
Chlorophyll a and ¢ concentrations, expressed in pg per cell,
were measured on a spectrophotometer using the equations of
Jeffrey and Humphrey (1975).

Dissolved inorganic nitrogen (nitrate, nitrite, and ammonia)
concentrations were determined from monthly seawater sam-
ples collected from the coral reefs at both study sites by colori-
metric standard methods (Grasshoff et al. 1983). Seawater
salinity was measured directly in the water samples using a
conductivity meter. Seawater temperatures (7—-8 m depth) were
continuously recorded at both coral reefs with underwater tem-
perature data loggers (HoboTemp, Onset Computer Corp.).

Meteorological data including rainfall, temperature, and
sun hours from the closest stations to the study sites (Liberia:
10°35’' N, 85°32" W; Damas: 09°29' N, 84°12' W) were pro-
vided by the Costa Rican National Meteorological Institute
(IMN).

All statistical tests were computed using the SigmaStat
software (ver. 3.11, Systat Software, Inc.). After testing the
data for normality (Kolmogorov-Smirnov test), one-way
analyses of variance (ANOVA) were conducted to test for
differences in the mean density of zooxanthellae and mean
chlorophyll concentrations between the sampling months. Sig-
nificant differences between the monthly mean values were
detected using Tukey’s post-hoc test at a level of P < 0.05. The
strength of association between cell density and chlorophyll
concentrations with physical environmental factors were ana-
lyzed by Pearson’s correlation.
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El resto de las células algales se fragmentaron mediante
varios ciclos de congelamiento, trituracion y centrifugacion
(4000 rpm, 15 min) antes de extraer los pigmentos fotosintéti-
cos en la oscuridad a —20°C en 10 mL de acetona (100%). Se
midieron las concentraciones de clorofila a y ¢ en un espectro-
fotometro usando la ecuacion de Jeffrey y Humphrey (1975),
expresadas en pg por célula.

Las concentraciones de nitrégeno inorganico disuelto
(nitrato, nitrito y amoniaco) fueron determinadas en muestras
de agua de mar recolectadas mensualmente en los arrecifes en
los dos sitios de estudio mediante el método estandar de colori-
metria (Grasshoff et al. 1983). La salinidad del agua fue
medida directamente en las muestras usando un conductimetro.
Las temperaturas (78 m de profundidad) se registraron en los
dos arrecifes coralinos con sensores submarinos de registro
continuo (HoboTemp, Onset Computer Corp.).

Los datos meteoroldgicos, incluyendo precipitacion, tem-
peratura y horas de sol de las estaciones mas cercanas a los
sitios de estudio (Liberia: 10°35' N, 85°32'W; Damas:
09°29' N, 84°12' W) se obtuvieron del Instituto Meteorolégico
Nacional (IMN) de Costa Rica.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron usando el pro-
grama Sigmastat (ver. 3.11, Systat Software, Inc.). Después de
probar la distribucién de los datos (prueba de Kolmogorov-
Smirnov), se realizaron analisis de varianza de una via
(ANOVAS) para probar las diferencias en la densidad media de
zooxantelas y en las concentraciones medias de clorofila entre
los meses de muestreo. Se detectaron diferencias significativas
entre los promedios mensuales usando la prueba post-hoc de
Tukey a un nivel de P < 0.05. La asociacién entre densidad de
células y las concentraciones de clorofila con los parametros
fisicos se determinaron mediante la prueba de correlacién de
Pearson.

Resultados

En general, ambas regiones se caracterizan por una esta-
cién seca que se extiende de diciembre a abril y una estacion
lluviosa de mayo a noviembre. En la region de Bahia Culebra,
la precipitacién oscilé entre 411 y 135 mm durante los meses
lluviosos de septiembre a noviembre de 2004, y entre 0 y 10
mm durante los meses secos de diciembre de 2004 a enero de
2005. El promedio mensual de horas de sol por dia mostré un
patrdn inverso, aumentando de 5.9 h d-* en septiembre de 2004
a 9.7 h d* en enero de 2005 (tabla 1). En la region del Parque
Nacional Marino Ballena, la precipitacion fue mayor que en
Bahia Culebra y tuvo su climax en octubre de 2004 con 793
mm. Durante los meses secos, la precipitacién oscilé entre 35y
62 mm. Las horas de sol por dia fueron menos que en Bahia
Culebra, entre 5.2 y 5.6 h d-* durante los meses lluviosos y
entre 7.0y 7.1 h d* durante los meses secos (tabla 1).

De septiembre de 2004 a enero de 2005 el itervalo de
salinidades (21-31.5) fue mayor en el Parque Nacional Marino
Ballena que en Bahia Culebra (31.7-33.7) (tabla 1). El
promedio mensual de la temperatura del mar en el arrecife
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Table 1. Dissolved inorganic nitrogen (DIN), salinity, water temperature (Temp.), monthly rainfall, and mean daily sun hours monitored at Culebra Bay and
Ballena Marine National Park during the study period from September 2004 to January 2005.

Tabla 1. Nitrgeno inorganico disuelto (DIN), salinidad, temperatura del agua (Temp.), precipitacién mensual y promedio de horas de sol monitoreadas en
Bahia Culebra y en el Parque Nacional Marino Ballena durante el periodo de estudio de septiembre de 2004 a enero de 2005.

Culebra Bay Ballena Marine National Park
Rainy season Dry season Rainy season Dry season
Sep. Oct. Nov. Dec. Jan. Sep. Oct. Nov. Dec. Jan.
DIN (uM) 0.86 0.94 1.33 4.95 2.44 1.59 1.34 0.79 1.01 0.88
Salinity 325 317 318 333 337 26.8 21.0 24.6 29.3 315
Temp. mean (°C) 28.8 28.4 27.3 26.5 258 285 27.7 28.0 29.1 30.0
Temp. maximum (°C) 30.0 30.2 29.1 28.9 28.2 29.9 295 29.5 30.4 30.8
Temp. minimum (°C) 25.4 24.1 231 19.8 19.3 26.5 25.3 26.1 27.8 29.00
Rainfall (mm) 411 169 135 10 0 582 793 337 62 35
Sun hours (h d%) 5.9 6.9 7.5 9.1 9.7 55 5.6 5.2 7.0 7.1

Results

In general, both study sites are characterized by a dry sea-
son extending from December to April and a rainy season from
May to November. In Culebra Bay, rainfall ranged from 411 to
135 mm during the rainy months from September to November
2004, and from 0 to 10 mm during the dry months of
December 2004 and January 2005. Monthly mean sun hours
per day showed an inverse pattern and increased steadily from
5.9 h d? in September 2004 to 9.7 h d-* in January 2005
(table 1). In Ballena Marine National Park, rainfall was higher
than at Culebra Bay and peaked in October 2004 with 793 mm.
During the dry months, rainfall was between 35 and 62 mm.
Sun hours per day were lower than at Culebra Bay, ranging
from 5.2 to 5.6 h d* during the rainy months and from 7.0 to
7.1 h d-* during the dry months (table 1).

From September 2004 to January 2005, the range of salini-
ties (21-31.5) was substantially higher in Ballena Marine
National Park than at Culebra Bay (31.7-33.7) (table 1). Mean
monthly seawater temperatures at Guiri-Guiri reef (Culebra
Bay) showed a decrease from 28.8 + 0.7°C to 25.84 + 1.7°C,
while standard deviations and the range of temperatures
increased substantially towards the dry season, reaching mini-
mum temperatures as low as 19.3°C (table 1). Contrary to
Culebra Bay, the temperatures at Tres Hermanas reef (Ballena
Marine National Park) first decreased from September (28.5 +
0.6°C) to October 2004 (27.7 + 0.9°C), but then increased from
November 2004 (28.0 + 0.5°C) to January 2005 (29.9 + 0.3°C).

At Gliri-Gliri reef (Culebra Bay), concentrations of dis-
solved inorganic nitrogen (DIN) were higher during the dry
season (December 2004 and January 2005) compared with the
rainy months (September to November 2004). In contrast, DIN
concentrations in Ballena Marine National Park were higher
during the months of highest rainfall (September and October)
and lower during the dry months (December 2004 and January
2005) (table 1).

Guiri-Guiri (Bahia Culebra) mostré un descenso de 28.8 +
0.7°C a 25.84 + 1.7°C, mientras que las desviaciones estanda-
res y el ambito de las temperaturas aumentaron notablemente
en la época seca, alcanzando incluso un minimo de 19.3°C
(tabla 1). A diferencia de Bahia Culebra, las temperaturas en el
arrecife Tres Hermanas (Parque Nacional Marino Ballena) pri-
mero descendieron de septiembre (28.5 + 0.6°C) a octubre de
2004 (27.7 + 0.9°C), pero luego aumentaron de noviembre de
2004 (28.0 + 0.5°C) a enero de 2005 (29.9 + 0.3°C).

En el arrecife Gliri-Gliri (Bahia Culebra), las concentra-
ciones de nitrégeno inorganico disuelto (DIN, por sus siglas en
inglés) fueron mayores durante la época seca (diciembre de
2004 y enero de 2005) en comparacion con los meses lluviosos
(septiembre a noviembre de 2004). Por el contrario, las con-
centraciones de DIN en el Parque Nacional Marino Ballena
fueron mayores durante los meses de mayor precipitacion (sep-
tiembre y octubre) y menores durante los meses secos de
diciembre de 2004 y enero de 2005 (tabla 1).

En ambas regiones se observaron diferencias significativas
en la densidad de zooxantelas, asi como en los contenidos de
pigmentos (ANOVA, P < 0.05). En Bahia Culebra, la densidad
de células se redujo notablemente en la época seca (i.e., aflora-
miento, enero de 2005) (fig. 2a). Con la excepcidn de la cloro-
fila a en septiembre de 2004, las concentraciones de clorofila a
y ¢ (pg célulat) disminuyeron (ANOVA, P < 0.05) en los
meses secos, en comparacion con los meses lluviosos (fig. 2b—
c). En el Parque Nacional Marino Ballena se observaron resul-
tados similares, ya que las concentraciones de clorofilaay ¢
fueron considerablemente mayores durante los meses lluviosos
que durante los meses secos (fig. 2b—c). Sin embargo, la densi-
dad de células, a diferencia de las observaciones realizadas en
Bahia Culebra, fue mucho menor en los meses lluviosos de
septiembre y octubre de 2004, que en los meses secos de
diciembre de 2004 y enero de 2005 (fig. 2a).

En Bahia Culebra las correlaciones individuales entre los
factores ambientales (DIN, salinidad, temperatura del mar,
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Figure 2. Mean cell densities (+SD) of symbiotic dinoflagellates (a) and
their chlorophyll (Chl) a (b) and ¢ (c) concentrations (xSD) in the coral
Pavona clavus at the study sites, Culebra Bay (left) and Ballena Marine
National Park (right), between September 2004 and January 2005. Means
with different letters are significantly different at a level of P < 0.05 (Tukey's
post-hoc test).

Figura 2. Densidades medias de células (+ DE) de dinoflagelados
simbiontes (a) y sus concentraciones (+ DE) de clorofila (Chl) a (b) y ¢ (c)
en el coral Pavona clavus en Bahia Culebra (izquierda) y en el Parque
nacional Marino Ballena (derecha) entre setiembre de 2004 y enero de
2005. Los promedios con letras diferentes son significativamente diferentes
al nivel de P < 0.05 (prueba post-hoc de Tukey).

precipitacion y horas de sol) y la densidad de células fueron
bajas; no obstante, con las concentraciones de clorofila fueron
mayores (tabla 2). Tanto la clorofila a como la ¢ estuvieron
correlacionadas negativamente con las horas de sol (concomi-
tante a su vez con una mayor salinidad en el agua), aunque sélo
con la clorofila ¢ fueron estadisticamente significativas (P <
0.05). En el arrecife Tres Hermanas (Parque Nacional Marino
Ballena), en cambio, las densidades de células presentaron una
correlacion negativa (P < 0.01) con la precipitacién (tabla 2)
mientras que las concentraciones de clorofila a y ¢ presentaron
una correlacion positiva (P < 0.01, P < 0.05) con ese mismo
parametro. Ademads, se observaron correlaciones negativas
entre la temperatura del agua y los contenidos de clorofilaay ¢
en las zooxantelas (P < 0.05).

Discusién

La transicién de época seca a lluviosa se refleja en nuestras
series de datos de los parametros ambientales, los cuales fue-
ron tomados de septiembre de 2004 a enero de 2005. En Bahia
Culebra, el descenso en las temperaturas del agua y el aumento
en el DIN, tal y como se observo en el periodo estudiado, se
debieron lo méas probablemente a mayores frecuencias en los
eventos de afloramiento. Estos son el resultado de un incre-
mento en la velocidad de los vientos mar adentro durante la
época seca, como ya ha sido previamente sugerido para esta
(Jiménez 2001) y otras zonas de afloramiento (D’Croz y
Robertson 1997). En comparacién con Bahia Culebra, el
aumento de las temperaturas del mar en el Parque Nacional
Marino Ballena durante la época seca puede ser explicado por
la disminucidn de la cobertura de nubes y una reduccion en la
velocidad de los vientos (datos del IMN, no presentados), lo
que a su vez incrementa las temperaturas del aire y del mar, ya
que el afloramiento estacional no esta presente como fuente de
aguas frias (y ricas en nutrientes) en la regién central de la
costa del Pacifico de Costa Rica. Ademas, se observaron bajas

Table 2. Correlations between the biological parameters cell density (cells cm2) and chlorophyll (Chl) concentrations (pg cell), and the
environmental parameters dissolved inorganic nitrogen (DIN), salinity, water temperature (Temp.), rainfall, and sun hours. The probability
of correlation is indicated by asterisks (Pearson: * P < 0.05, ** P < 0.01).

Tabla 2. Correlaciones entre los parametros hioldgicos, densidad de las células (células cm=2) y las concentraciones de clorofila (Chl, pg
célulal), y los parametros ambientales nitrégeno inorganico disuelto (DIN), salinidad, temperatura del agua (Temp.), precipitacion
mensual y promedio de horas de sol. La probabilidad de una correlacidn estd marcada con asteriscos (Pearson: * P < 0.05, ** P < 0.01).

Culebra Bay Ballena Marine National Park
Parameter Cells Chla Chlc Cells Chla Chlc
DIN (nM) 0.22 -0.75 -0.87 -0.84 0.58 0.52
Salinity -0.52 -1.00** -0.92* 0.74 -0.91*  -0.87
Temp. mean (°C) 0.34 0.74 0.86 0.70 -0.89*  -0.90*
Temp. maximum (°C) 0.45 0.75 0.78 0.66 -0.89* -0.91*
Temp. minimum (°C) 0.27 0.81 0.95* 0.78 -0.93*  -0.92*
Rainfall (mm) 0.08 0.51 0.76 —0.97** 0.97** 0.90*
Sun hours (h d) -0.31 -0.76 -0.91* 0.73 -0.91*  -0.97**

118



Sunagawa et al.: Densities and pigment contents of zooxanthellae in the coral Pavona clavus

At both sites, significant differences were observed in the
cell density of zooxanthellae as well as in the pigment contents
(ANOVA, P < 0.05). At Culebra Bay, the cell density was sig-
nificantly reduced in the dry season (i.e., upwelling, January
2005) (fig. 2a). Except for chlorophyll a in September 2004,
chlorophyll a and c¢ concentrations (pg cellt) were lower
(ANOVA, P <0.05) in the dry months compared with the rainy
months (fig. 2b—c). Similar results were observed for Ballena
Marine National Park, where chlorophyll a and c concentra-
tions were significantly higher in the rainy months than in the
dry months (fig. 2b—c), whereas cell density, contrary to the
observations made at Culebra Bay, was significantly lower in
the rainy months (September and October 2004) than in the dry
months (December 2004 and January 2005) (fig. 2a).

At Culebra Bay, individual correlations between the envi-
ronmental factors (DIN, salinity, seawater temperature, rain-
fall, and sun hours) and cell density were low, but they were
stronger with chlorophyll concentrations (table 2). Both chlo-
rophyll a and ¢ were negatively correlated with sun hours
(concomitant with higher seawater salinities), although statisti-
cal significance was only observed for chlorophyll ¢ (P <
0.05). At Tres Hermanas reef (Ballena Marine National Park),
however, cell densities correlated negatively (P < 0.01) and
chlorophyll a and ¢ concentrations positively (P < 0.01, P <
0.05) with rainfall (table 2). Furthermore, negative correlations
were observed between seawater temperature and chlorophyll
a and c contents of zooxanthellae (P < 0.05).

Discussion

The transition from dry to rainy season is reflected in our
data sets of environmental parameters that were recorded from
September 2004 to January 2005. For Culebra Bay, the
decrease in water temperatures and the increase in DIN
observed for this study period were most probably due to
higher frequencies of upwelling events, resulting from
increased offshore wind speeds during the dry season, as has
been previously suggested for this (Jiménez 2001) and other
upwelling regions (D’Croz and Robertson 1997). Compared
with Culebra Bay, the increase in seawater temperatures in
Ballena Marine National Park during the dry season can proba-
bly best be explained by the parallel decrease in cloud cover
and reduced wind speeds (IMN data, not shown), which in turn
increases ambient air and seawater temperatures, since sea-
sonal upwelling as a source of cool (and nutrient-enriched)
waters is absent on the central Pacific coast of Costa Rica.
Additionally, reduced surface water salinities that were close or
even below the suggested lower limit (25 psu) for corals (Coles
and Jokiel 1992) were observed as a consequence of high rain-
fall and associated terrestrial runoff during the rainy season.
Together with high sedimentation rates and the related side-
effects (e.g., reduced light penetration and elevated nutrient
concentrations), these factors represent stressful conditions for
the coral reef communities in Ballena Marine National Park
(Alvarado et al. 2005, Alvarado 2006).
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salinidades superficiales del mar, cercanas o incluso debajo del
limite inferior (25 psu) sugerido para los corales (Coles y
Jokiel 1992), como consecuencia de la alta precipitacién y
asociadas con la escorrentia durante la estacion lluviosa. Estos
factores, junto con las altas tasas de sedimentacion y
sus efectos secundarios (e.g., reducida penetracién de luz y
elevadas concentraciones de nutrientes), representan condicio-
nes estresantes para las comunidades de arrecifes coralinos del
Parque Nacional Marino Ballena (Alvarado et al. 2005,
Alvarado 2006).

A pesar de las afirmaciones, a menudo contradictorias, de
que la densidad de zooxantelas depende de los niveles de radia-
cién (ver Stimson 1997), generalmente se acepta que las
concentraciones de clorofila a y ¢ por cm=2 y por célula,
aumentan con el descenso de los niveles de irradiacion (e.g.,
Dustan 1979, Titlyanov et al. 1980, Falkowski y Dubinsky
1981). En este estudio, los contenidos de clorofila por célula
fueron menores durante la estacion seca que durante la estacién
lluviosa, en todos los sitios por igual. En ambas regiones, la
radiacién solar fue mayor durante la época seca, y también se
sabe que la turbidez del agua en el Parque Nacional Marino
Ballena es més baja durante esa época del afio (J. Alvarado,
com. pers. 2005). Ademas, nuestros resultados del analisis de
correlacion apoyan esta explicacién, ya que las concentracio-
nes de clorofila por célula son inversasmente correlativas a la
disponibilidad de luz.

La densidad de zooxantelas en el coral P. clavus del
Pacifico oriental (Golfo de Panama) ha sido reportada en expe-
rimentos de blanqueamiento (Hueerkamp et al. 2001) o en
observaciones de campo relacionadas con el evento de El Nifio
1997/98 (Glynn et al. 2001); sin embargo, este estudio es el
primero en comparar las variaciones temporales en dos sitios
con regimenes hidroldgicos distintos. Encontramos que el pro-
medio mensual de las densidades de zooxantelas en el coral P.
clavus, en los sitios de estudio de Bahia Culebra y el Parque
Nacional Marino Ballena, oscilaba entre 0.7 y 1.2 x 106 células
cm=2, lo que es casi una orden de magnitud menor que lo repor-
tado por Hueerkamp et al. (2001), pero dentro del mismo
admbito reportado por Glynn et al. (2001). Ya que las densida-
des de zooxantelas de muchas otras especies de coral que for-
man arrecifes varian entre 0.5 y 5 x 10® células cm=2 (Drew
1972, Glynn 1996), las diferencias con los reportes de
Hueerkamp et al. (2001) se deben probablemente a diferencias
en la metodologia.

Hay evidencia de los sitios de estudio, asi como de estu-
dios experimentales, de que la alta temperatura tiene una corre-
lacion negativa con las densidades de zooxantelas (Glynn y
D’Croz 1990, Brown et al. 1999, Fitt et al. 2000). De manera
similar, la correlacion positiva entre las concentraciones de
nutrientes y las densidades de zooxantelas fue demostrada por
medio de estudios realizados tanto en el campo (Stimson 1997,
Fagoonee et al. 1999) como en el laboratorio (Muscatine et al.
1989). Los resultados de nuestro estudio contradicen estas
observaciones. No obstante, Saxby et al. (2003) observé una
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Despite the often contradictory statements regarding the
dependence of zooxanthellae density on the level of irradiance
(reviewed in Stimson 1997), it is generally accepted that chlo-
rophyll a and ¢ concentrations per square centimeter and per
cell increase with decreasing irradiance levels (e.g., Dustan
1979, Titlyanov et al. 1980, Falkowski and Dubinsky 1981). In
the present study, chlorophyll contents per cell were lower dur-
ing the dry season than during the rainy season, irrespective of
the study area. At both sites, solar radiation was higher during
the dry season, and the underwater turbidity is also known to
be lower in Ballena Marine National Park during this period of
the year (J Alvarado, pers. comm. 2005). Furthermore, our
results from the correlation analysis support the explanation
that chlorophyll concentrations per cell are inversely correlated
with light availability.

Zooxanthellae densities in P. clavus from the eastern
Pacific (Gulf of Panama) have previously been reported in
experimental bleaching experiments (Hueerkamp et al. 2001)
or field observations related to the 1997/98 El Nifio event
(Glynn et al. 2001), but the present study is the first to compare
temporal variations at two sites differing in hydrological
regimes. We found that mean monthly zooxanthellae densities
in P. clavus at Culebra Bay and Ballena Marine National Park
ranged from 0.7 to 1.2 x 10¢ cells cm=, which is about one
order of magnitude lower than that reported by Hueerkamp et
al. (2001), but within the same range as that reported by Glynn
et al. (2001). Since zooxanthellae densities for many other
species of reef-building corals have been shown to range from
0.5 to 5 x 10° cells cm=2 (Drew 1972, Glynn 1996), the differ-
ences with that reported by Hueerkamp et al. (2001) are proba-
bly due to methodological variations.

Field as well as experimental studies have provided some
evidence that increasing temperature is negatively correlated
with zooxanthellae densities (Glynn and D’Croz 1990, Brown
et al. 1999, Fitt et al. 2000). Similarly, positive correlations
between nutrient concentrations and zooxanthellae densities
were reported from field (Stimson 1997, Fagoonee et al. 1999)
as well as manipulative studies (Muscatine et al. 1989). The
results of our study contradict these observations. However,
Saxby et al. (2003) observed a significant reduction of zooxan-
thellae densities in the coral Montipora digitata after exposure
to 14°C (26°C = ambient condition) under natural light condi-
tions. Likewise, Schléder and D’Croz (2004), working with the
eastern Pacific coral Porites lobata, reported reduced cell den-
sities at lower (23.8°C) than ambient (29.1°C) temperatures,
also under increased nutrient concentrations resembling the
natural condition during the upwelling season. Thus, cold-
water stress seems to be the best explanation for the situation
observed in Culebra Bay, where lower temperatures reduced
zooxanthellae densities in January 2005, despite increased
nutrient concentrations.

In Ballena Marine National Park, terrestrial runoff con-
comitant with extremely low salinities and high turbidity
characterize the oceanographic conditions during the rainy sea-
son (Alvarado et al. 2005, Alvarado 2006) and are thought to
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reduccion significativa en las densidades de zooxantelas del
coral Montipora digitata, luego de haber sido expuesto a una
temperatura de 14°C (26°C = condicion natural), en condicio-
nes de luz naturales. Del mismo modo, Schldder y D’Croz
(2004), al trabajar con el coral del Pacifico oriental, Porites
lobata, reportaron una reduccidn en las densidades de células a
una temperatura inferior (23.8°C) a la ambiente (29.1°C), tam-
bién en condiciones de concentraciones elevadas de nutrientes,
lo que es similar a la situacion natural que se da durante el
periodo de afloramiento. Por lo tanto, el estrés ocasionado por
las aguas frias parece ser la explicacion més razonable para la
situacion observada en Bahia Culebra, donde en enero de 2005
las bajas temperaturas disminuian las densidades a pesar del
incremento en las concentraciones de nutrientes.

En el Parque Nacional Marino Ballena, la escorrentia, junto
con las salinidades extremadamente bajas y la alta turbidez,
caracterizan las condiciones oceanograficas de la estacion llu-
viosa (Alvarado et al. 2005, Alvarado 2006), y son considera-
das como el mayor factor de estrés sobre los corales de la
region. Esta es también la causa de la reduccion en las densida-
des de las células que se observé en los meses lluviosos, en
septiembre y octubre de 2004. Se han sugerido 25 y 37 como
los limites de tolerancia a la salinidad de los corales. En un
estudio realizado por Marcus y Thorhaug (1981) a una salini-
dad de 20 se observaron signos de estrés casi letal, tales como
produccion de mucosa y blanqueamiento. En este estudio la
precipitacién fue la Gnica que present6 una correlacion signifi-
cativa con la densidad de las células (P < 0.01), y durante los
meses lluviosos el nivel de salinidad estuvo cerca o incluso
debajo de 25 (tabla 1). La reduccion en la densidad de las célu-
las debida al descenso en la disponibilidad de la luz puede ser
un mecanismo de adaptacion para reducir el efecto de auto-
sombreado cuando aumentan las concentraciones de pigmentos
(McCloskey y Muscatine 1984, Gattuso 1985), al igual a lo
observado en este estudio (fig. 2b—c). El aumento en la densi-
dad de células en la época seca se debi6 probablemente a las
condiciones menos estresantes durante la época de lluvias en el
Parque Nacional Marino Ballena.

Ademas de las explicaciones dadas anteriormente, la ali-
mentacion heterotréfica de materia orgénica suspendida pudo
haber jugado un papel adicional en la reduccion en las densida-
des de zooxantelas que se observaron durante enero de 2005 en
Bahia Culebra y durante la época lluviosa en el Parque
Nacional Marino Ballena. De hecho, durante la época de aflo-
ramiento en Bahia Culebra se observd que los tentaculos del
coral P. clavus estaban extendidos incluso durante el dia, mien-
tras que durante la época lluviosa, este hecho se observo sola-
mente durante la noche (B. Bezy, com. pers. 2005). Parece
probable que el crecimiento de las poblaciones de zooxantelas
fuera inhibido por diferentes factores de estrés, tal como se dis-
cutid anteriormente, pero ademas, las densidades de zooxante-
las pueden haberse visto activamente reducidas por el propio
coral que las hospeda, ya que la alimentacion heterotréfica
representaba una fuente de energia adicional.
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be major stress factors for the resident corals. This also seems
to be the reason for the reduced cell densities that were
observed in the rainy months (September and October 2004).
The salinity limits of corals are considered to be around 25 and
37, while at 20, sub-lethal stress signs, such as mucus produc-
tion and bleaching (i.e., loss of symbiotic dinoflagellates) were
observed in studies by Marcus and Thorhaug (1981). In the
present study, only rainfall correlated significantly with cell
density (P < 0.01) and, during the rainy months, salinities were
close to or even below the lower limit of 25 (table 1). Reduced
cell density due to decreased light availability has also been
suggested to be an adaptive mechanism to reduce the effect of
self-shading when pigment concentrations are increased
(McCloskey and Muscatine 1984, Gattuso 1985), as was
observed in this study (fig. 2b—c). Consequently, the increase
in cell density towards the dry season was probably due to less
stressful conditions in Ballena Marine National Park during the
rainy season.

Although the explanations given here may best explain the
reduced zooxanthellae densities that were observed in January
2005 at Culebra Bay and during the rainy season in Ballena
Marine National Park, increased heterotrophic feeding on sus-
pended organic matter may have played an additional role. In
fact, during the upwelling season at Culebra Bay, the tentacles
of P. clavus were observed to be extended also during the day-
time, while during the rainy season, this was only observed at
night (B Bezy, pers. comm. 2005). It seems probable that the
growth of the zooxanthellae populations was inhibited by dif-
ferent stress factors as was discussed above, but zooxanthellae
densities may have been actively reduced by their coral hosts,
because energy may have been supplied in surplus due to addi-
tional heterotrophic feeding.

Studies dealing with the effect of seasonality on zooxan-
thellae densities have been conducted at high latitude sites in
Hawaii (Stimson 1997), Mauritius (Fagoonee et al. 1999), and
the Bahamas (Fitt et al. 2000), and one closer to the equator in
Thailand (Brown et al. 1999). Nevertheless, none of these
study sites were located in areas where seasonal upwelling or
high terrestrial runoff dominates the seasonal dynamics of
nutrients and water temperatures, as is the case in the present
study. Our results presented here support the concept of a nega-
tive correlation between chlorophyll concentrations and light
availability, but they are not consistent with previous studies on
the dependency between the density of zooxanthellae and
variations in the environmental factors (temperature, light
availability, and nutrient concentrations). We suggest that the
results and conclusions drawn from former studies on the
effect of seasonality on zooxanthellae densities may not apply
when regional oceanographic characteristics such as seasonal
upwelling or strong influence of terrestrial runoff become pre-
dominant features.

According to our findings, we suggest that future studies
should further address deviations from generalizations regard-
ing the seasonal variability in zooxanthellae densities. Coastal
regions of the Mexican Tropical Pacific may represent an
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Los estudios sobre el efecto de la estacionalidad en las
densidades de zooxantelas sea han realizado en latitudes altas,
tales como Hawai (Stimson 1997), Mauricio (Fagoonee et al.
1999) y las Bahamas (Fitt et al. 2000), y en uno mas cercano al
ecuador en Tailandia (Brown et al. 1999). Sin embargo, nin-
guno de ellos se llevo a cabo en un area en donde el aflora-
miento estacional o la escorrentia dominaran las dinamicas
estacionales de nutrientes y temperaturas del mar, tal como
sucede en la zona de estudio. Los resultados aqui presentados
apoyan el concepto de una correlacién negativa entre las con-
centraciones de clorofila y la disponibilidad de luz, pero no
concuerdan con los estudios previos realizados sobre la depen-
dencia de la densidad de zooxantelas de variaciones entre fac-
tores ambientales como la temperatura, la disponibilidad de luz
y las concentraciones de nutrientes. Esto sugiere que los resul-
tados y conclusiones obtenidos en estudios anteriores en
cuanto al efecto de estacionalidad en las densidades de zooxan-
telas, no es aplicable para zonas en las que las caracteristicas
oceanograficas regionales, tales como el afloramiento estacio-
nario y la fuerte influencia de la escorrentia, juegan un papel
primordial.

De acuerdo con nuestros resultados, sugerimos que los
estudios futuros se enfoquen en las discrepancias de las genera-
lizaciones en cuanto a la variabilidad estacionaria de las densi-
dades de zooxantelas. Las regiones costeras del Pacifico
tropical mexicano representan un excelente lugar de estudio
para futuras investigaciones, ya que incluyen el Golfo de
Tehuantepec, que es una region de afloramiento. Ademas, han
sido caracterizadas ampliamente, tanto en términos de estacio-
nalidad oceanografica (e.g., Lopez-Calderon et al. 2006,
Barocio-Leon et al. 2007) como en términos de abundancia de
coral (e.g., Reyes-Bonilla y Leyte-Morales 1998, Pérez-Vivar
et al. 2007).
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