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INTRODUCCION

os arrecifes coralinos se encuentran en aguas pobres en nutrientes de los mares tropica-

les (Muscatine & Porter 1977 in Falkowski et al. 1993) y los factores que principlamente
afectan su desarrollo son la temperatura, luz y salinidad (Dawes 1986). Los corales cons-
tructores de arrecifes o hermatipicos son invertebrados marinos pertenecientes al Phylum
Cnidaria, Clase Anthozoa, Orden Escleractinia {(Hexacoralia). Son organismos coloniales for-
mados por pélipos, 1os cuales estdn constituidos por tres capas de células, y b4sicamente son
un saco contréctil coronado por tentdculos que rodean la boca. Algunos de ellos forman una
asociacién simbidtica con algas fotosintéticas conocidas como “zooxantelas”. Los pélipos
coralinos contienen un gran nimero de dinoflagelados simbiéticos en el interior de las célu-
las que tapizan su cavidad géstrica {Goreau et al. 1976)

La importancia de los invertebrados, especialmente los corales, en la ecologia de los
arrecifes de coral se ha considerado desde que Darwin presenté su hipé6tesis sobre la evolu-
cién de los atolones. Sin embargo, la funcién de las microalgas en la ecologia de los arrecifes
de coral apenas comenz6 a comprenderse en este siglo con los estudios de la endosimbiosis
microalgal. Esta relacién mutualista entre algas unicelulares e invertebrados se encuentra
ampliamente distribuida en el medio marino involucrando a varios invertebrados y algas de
varios grupos (Trench 1993} permitiendo a los corales desarrollarse en los ambientes
oligotréficos (Muscatine & Porter 1977). Los dinoflagelados simbiontes proporcionan al hos-
pedero fotosintetatos y el animal, a su vez, provee nutrientes y diéxido de carbono para los
simbiontes a través de las vias catabélicas (Davis 1984 en Falkowski et al. 1993). La estima-
cién de la diversidad de estas algas simbiontes ha sido muy ambigua ya que los simbiontes
han sido descritos en muchos casos unicamente bajo la generalidad de zooxantelas (Trench
1993}, hecho que ha impedido conocer claramente quiénes son los simbiontes y cudl es su
diversidad (Rowan 1998). Las algas simbiontes denominadas zooxantelas incluyen miem-
bros de las clases Bacillariophyceae, Cryptophyceae, Dinophyceae y Rhodophiceae, donde
las mejor estudiadas son las que incluyen a los dinoflagelados (Rowan 1998). Los
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dinoflagelados simbiontes se encuentran en por lo menos siete géneros y cuatro érdenes de
invertebrados {Trench 1986 en Rowan 1998). El género Symbiudinium Freudenthal (1962) se
encuentra en diferentes hospederos, incluyendo muchos cnidarios (aparentemente todos los
corales escleractinios) y parece representar la gran mayoria de los dinofiagelados simbiontes
(Rowan 1998). Las asociaciones entre los dinoflagelados fotosintéticos e invertebrados se
encuentran entre las mds importantes productoras primarias de los océanos oligotréficos. En
los arrecifes de coral, los invertebrados simbi6ticos contribuyen directamente a la producti-
vidad bruta caracteristica de ese ecosistema (Muscatine 1980), ademds de que contribuyen
al mantenimiento y construccién de toda la estructura arrecifal (Muscatine 1980). Gran parte
de ese éxito se debe a la manera en que optimizan los flujos de nutrientes.

Los corales hermatipicos ocupan los siguientes niveles tréficos (Trench 1974; Muscatine
& Porter 1977):

PRODUCTORES PRIMARIOS- Las algas simbi6ticas realizan fotosintesis y fijan carbén
a niveles comparables con algas de vida libre.

»

CONSUMIDORES SECUNDARIOS ¥ TERCIARIOS- Por sus hdbitos heter6irofos

DETRITIVOROS- Cuando excavan el sustrato con sus filamentos mesenteriales.

SAPROFITOS- Obtencién de materia orgénica disuelta del agua de mar.

El alga simbionte obtiene proteccién y una amplia variedad de nutrientes a partir del
coral, como fosfatos, nitratos, urea, 4cido Urico, guanina y adenina, todos ellos producidos
por el hospedero; las algas contribuyen a la fijacién de carbén y a la translocacién de
fotosintetatos que puede representar mds del 100% de los requerimientos metabélicos basales
del animal {Muscatine & Porter 1977, Muscatine 1980}, por otro lado. La simbiosis ha sido
implicada en las altas tasas de depositacién de carbonato de calcio (Goreau et al. 1976;
Darke & Barnes 1993). La asociacidn simbiética que se establece entre los dinoflagelados
fotosintéticos y los corales es la mejor estudiada de las simbiosis entre algas e invertebrados
(Trench 1992). La asociacién simbi6tica es un patrén que tiende a ser permanente en el ciclo
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de vida de los organismos, éstos establecen un estrecho contacto ffsico lo que les permite
ciertas interacciones fisiolégicas como un movimiento unilateral o bilateral de metabolitos
(translocacién), efectos morfogénicos y presencia de propiedades sinérgicas, como la pro-
duccién de metabolitos que no son formados por los organismos al estar separados, lo que
hace que funcionen como una sola unidad evolutiva (Iglesias-Prieto & Trench 1997).

Los dinoflagelados simbiontes existen en enormes densidades en el tejido del hospedero
(con una alta demanda de nutrientes al estar creciendo) (Cook & D’Elia 1987). La densidad
poblacional de éstos en los corales escleractinios es de 0.6 a 8.5 x 10° cels. cm* dependiendo de
la especie (Drew 1972; Dustan 1979; Porter et al. 1984; Mc Closkey & Muscatine 1984; Muscatine
et al. 1989), Bajo condiciones ambientales 6ptimas, la densidad poblacional es usualmente
estable; sin embargo, hay condiciones en donde al incrementar los nutrientes, la densidad
poblacional de los simbiontes puede incrementarse hasta dos veces. En otros estudios se
observa que elevadas ternperaturas provocan un decremento en la poblacién (Muscatine et al.
1989). La falta de nutrientes puede limitar la tasa de crecimiento (produccién en biomasa) de
los productores primarios (Falkowski et al. 1993, Dubinsky et al. 1990} bajando los niveles del
fndice mitstico y las tasas de crecimiento entre hospedero y simbionte se muestran desfasadas.
Por lo anterior, se deduce que el balance en el flujo de nutrientes que existe entre el hospedero
y €l simbionte puede ser un importante mecanismo que regula la proporcién de biomasa entre
ambos (Muscatine & Pool 1979). La expulsién y/o la digestién del exceso de algas simbiontes
llevadas a cabo por el hospedero, asi como la inhibicién del crecimiento ocasionada por restric-
cion en el flujo de nutrientes esenciales suelen ser vistas como mecanismos de control poblacional
de simbiontes (Muscatine & Pool 1979; Falkowski et al. 1993). También existe un control a
través de la produccién de inhibidores de crecimiento denominados factor-hospedero que in-
duce la expulsi6n selectiva de metabolitos de los dinoflagelados simbiontes (Muscatine 1967},
Este factor-hospedero es una secrecién putativa coralina mediante la cual se estimula al alga
para que exude fotosintetatos translocdndolos hacia el animal. Muscatine (1967) y Trench
(1971) sugieren que a través de esta secrecién el hospedero puede controlar la disponibilidad
de carbdn proveniente de los dinoflagelados simbiontes,

Se considera al nitrégeno como el nutriente limitante en aguas arrecifales, aunque el
fésforo y otros nutrientes también pueden limitar el crecimiento en algunas zonas (Gladfelter
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1985). La fotosintesis llevada a cabo por los dinoflagelados simbiéticos es un fenémeno impor-
tante para la obtencidn del nitrégeno disuelto en las asociaciones intactas (hospedero y simbionte
presentes). El amonio que se origina del catabolisme del hospedero puede limitar el crecimien-
to de los dinoflagelados simbiontes (Hoegh-Guldberg et al. 1989 a) v la habilidad para incor-
poratlo y retenerlo es dependiente de la luz (Huppe & Turpin 1994). Se ha observado que la
densidad promedio de los simbiontes se incrementa al exponer corales intactos a elevados
niveles de nutrientes (Hoegh-Guldberg & Smith 1989 a; Muscatine et al. 1989). Dado que un
incremento en la disponibilidad de nitrégeno resulta en una mayor densidad de simbiontes
{Muscatine 1989} y que el mantenimiento de las tasas de crecimiento en simbiontes depende
del nitrégeno translocado por el hospedero, se ha llegado a la conclusién de que las poblacio-
nes naturales de simbiontes son denso-dependientes (Hoegh-Guidberg & Hinde 1986), estan-
do aparentemente limitadas por nitrégeno (Cook & D’Elia 1987; Falkowski et al. 1993; Hoegh-
Guldberg & Smith 1989 b); requiriendo, a pesar de ello, de ambientes bajos en nutrientes para
mantenimiento y balance de la simbiosis (Falkowski et al. 1993).

De manera general la asociacién simbi6tica obtiene nitrégeno por la asimilacién del
mismo disuelto en el agua de mar, por la translocacién de compuestos nitrogenados del
simbionte al hospedero, por la asimilacién de amonio excretado por el animal y por la
asimilacién de nitrégeno particulado que se encuentra en el zooplancton (figura 1).

La limitacién de nitrégeno también afecta las tasas fotosintéticas (Kolber et al. 1988) al
reducir la eficiencia de la conversién de energia fotoquimica, debido a que existe un
decremento en la sintesis de proteinas asociadas con los centros de reaccidn de los fotosistemas
[ v I (Berges et al. 1996}, Esta limitacién conduce a una reduccién en el nimero de centros
de reaccion del fotosistema II y en la capacidad para llevar a cabo la sintesis de protefnas, de
manera que las células limitadas por nitrégeno son mds susceptibles a presentar sintomas
asociados con la fotoinhibicién (Kolber et al. 1988).

En los corales ramificados la mayor parte del crecimiento tiene lugar en las puntas de las
ramas (Goreau & Goreau 1959; Goreau et al. 1976), presentdndose la mayor tasa de crecimien-
to en la zona apical (Fang et al. 1989; Goreau et al. 1976; Gladfelter 1982, 1985; Darke &
Barmes 1993). El crecimiento de los corales se manifiesta como un aumento de la masa del
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Figura 1. Modelo de reciclamiento de nitrdgeno en una simbiosis mutualista (Modificado de Lewis & Smith
1971 en Muscatine y Porter 1977). a) Asimilacion de amonio exégeno; b) Translocacién de alanina, leucina
y exudados glucoproteicos (Markell & Trench 1993); ¢) Catabolismo, formacién de amonio; d} Asimilacién
¥ retencion del amonio; e) Pérdida de amonio excretado; f) Pérdida de aminoacidos, mucoprotelnas, larva
ptanula; g) Obtendidn a través del zooplancton.

esqueleto calcdreo que recubre al tejido vivo, dicho esqueleto esta compuesto por aragonita
(forma cristalina del carbonato de calcio) (Gladfelter 1982, 1985). El calcic debe pasar del agua
de mar del celenterdn del pélipo a través del tejido vivo antes de llegar al esqueleto, los pélipos
coralings absorben iones calcio y los transfieren mediante difusién y transporte active hasta el
sitio donde tiene lugar la calcificacion {Goreau et al. 1976); los dinoflagelados simbiontes ai
utilizar el diéxido de carbono en la fotosintesis, reducen asf los niveles de 4cide carbénico
contribuyendo al cambio de bicarbonato de calcio a carbonato de calcio (Dawes 1986).

Se ha observado que corales ramificados presentan en su parte apical un menor grado
de pigmentacién con respecto a sus partes laterales. Fang et al. (1989) llevaron a cabo obser-
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vaciones de las “puntas blancas” de las especies de coral Acropora hyacinthus y A. formosa,
reportando que las muestras extraidas de las puntas blancas no contienen fotopigmentos,
asimismo la cantidad de proteina total y carbén orgdnico total fueron mds altas en las partes
laterales (pigmentadas) que en las puntas, mientras que la concentracién de ATP en los
polipos de puntas fue mucho més alta con respecto a sus partes laterales. Fang et al (1989}
proponen que el mecanismo de crecimiento rdpide de una punta se puede explicar por el
transporte de moléculas orgdnicas de las partes laterales a las puntas, que se acelera fuerte-
mente por el gradiente de nutrientes creado no dnicamente por la produccién de fotosintetatos
en el lateral, sino también por el rdpido consumo de metabolitos orgdnicos en las puntas, ya
que el rdpido consumo de material genera mds ATP. Pearse y Muscatine (1971) en Fang et al
(1989} sugieren que la calcificacién en las puntas “sin” dinoflagelados simbiontes para el
coral Acropora cervicornis se aumenté por la fotosintesis de las algas simbiontes de la zona
lateral de la colonia de coral (Soong & Lang 1992).

Al existir esta demanda de nitrégenc en la zona de crecimiento (puntas blancas}, se
cambia el balance en el flujo de nutrientes respecto a las partes que no estdn creciendo
(partes laterales), lo que permite estudiar las poblaciones de simbiontes en zonas de alta y
baja demanda de nutrientes en una misma colonia de coral. El crecimiento de la poblacién
de endosimbiontes se muestra desfasado con respecto al crecimiento del hospedero y esto
puede ser descrito bajo el modelo de Hallock {1981}, el cual incorpora las eficiencias ecolégicas
y los beneficios obtenidos de la simbiosis, tanto por el hospedero, como por el simbionte en
un ambiente oligotréfico.

Dado que los corales P. porites y P. divaricata presentan la zona de puntas con menor
grado de pigmentacién respecto a las zonas laterales de la colonia y considerando que el
crecimiento en este tipo de corales se realiza en la punta de la colonia, misma que presenta
una mayor demanda energética al estar creciendo. Es de suponer la existencia de diferencias
en términos de la densidad poblacional de simbiontes, la concentracién de pigmentos
fotosintéticos por unidad de 4rea, la eficiencia fotosintética en la separacién de cargas del
aparato fotosintético y del porcentaje de divisién mitética de los dinoflagelados simbiontes
en ambas zonas de la colonia.



OBJETIVO

< Este trabajo tiene como propdsito evaluar comparativamente la concentracién de clo-
rofila a por célula de simbionte, el nimero de simbiontes por unidad de 4rea, el cocien-
te Fv/Fm v e] {ndice mitético en los dinoflagelados simbiontes de las especies de coral
Porites porites y P. divaricata y analizar la relacién de estos pardmetros con las diferen-
cias entre las dos zonas de crecimiento diferencial: puntas y partes laterales de las
colonias de coral.




AREA DE ESTUDIO

1 trabajo se realizé en Puerto Morelos, Quintana Roo, este sitio forma parte de la
barrera arrecifal Maya que se presenta a lo largo de la costa del Caribe, desde punta
Nizuc hasta Honduras. Estd localizado a 2048’ latitud norte y 86°52" longitud oeste en el

noreste de la peninsula de Yucatdn (figura 2)
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Figura 2. Mapa de localizacién del drea de estudio, Sistema Arrecifal de Puerto Morelos, Quintana Roo



Area de Estudio

El arrecife de Puerto Morelos es considerado un sistema arrecifal de barrera, debido a
que su desarrollo es paralelo a la linea de costa y se encuentra separado de ésta por la laguna
(Jordan et al. 1981). El arrecife ha sido dividido en cuatro zonas principales: laguna, arrecife
posterior, cresta y arrecife frontal, basdndose en las caracteristicas topogréficas, en la compo-
sicién especifica de hexacorales y octacorales y en la accién de las olas (Jordan 1981).
Estas zonas tienen caracteristicas fisicas y bioldgicas diferentes, siendo el arrecife (frontal,
cresta y posterior) el més diferente entre si comparado con la laguna, La rompiente arrecifal
se caracteriza por una gran energia del oleaje y por crecimientos abundantes de hidrocorales
Millepora complanata (Lamarck} y M. alcicornis (Linnaeus). La laguna arrecifal es el 4rea
Que se encuentra enire ia playa y la formacién del arrecife. La amplitud de ésta varia alcan-
zando una distancia de 1.5 km. a la altura de la estacién del Instituto de Ciencias del Mar y
Limnologia (ICMyL), UNAM y de unas centenas de metros a la altura del pueblo de Puerto
Morelos. El clima es de tipo Awi (X1) (il}g cdlido himedo con lluvias en verano (Kdppen,
modificado de Garcia 1964), temperatura con una media anual mayor de 22°C y con una
temperatura media del mes mds frfo mayor a 18°C (Jordan et al. 1979), la precipitacién anual
es de 1,100-1,300 mm. con luvias distribuidas irregularmente durante el afio.



METODO

Colecta y Manejo de Corales

e colectaron al azar 20 colonias del coral Porites divaricata ( Lesueur 1820) de la laguna
S arrecifal de Puerto Morelos a 2.5 m. de profundidad utilizando equipo de buceo libre y
17 colonias del coral P. porites ( Link 1807) de la bocana del arrecife de Puerto Morelos a 5m.
de profundidad utilizando equipo de buceo auténomo y libre indistintarnente. Los corales se
transportaban inmediatamente al laboratorio en agua de mar a temperatura ambiente para
mantenerlos sanos el mayor tiempo posibie.

Aislamientoe de Simbiontes Algales del Tejido del Hospedero

Muestras de P. divaricata y P. porites se lavaron con agua de mar filtrada (Millipore 0.45 mm) para
separar los restos de arena y/o algas de la superficie. Para realizar de manera independiente las
mediciones de las partes apicales (puntas) del resto del coral {partes laterales), se utilizé una
cubierta de latex y una liga, una vez dividida cada zona, €l tejido se separd del esqueleto con la
ayuda de una pistola de agua a presién Water-Pick®, después la mezcla del tejido y agua de mar
filtrada se colecté en bolsas de pldstico (Johanes & Wiebe 1970). La muestra se centrifugé a 6000
gravedades en una centrifuga Marathon 22KBR o a 1500 rpm en una centrifuga clinica, el
sobrenadante conteniendo tejido animal era desechado. El precipitado que contenia algas a dis-
tintos grados de aislamiento, fue resuspendido en agua de mar filtrada y colocado en un
homogenizador de tejidos para aislar completamente los restos de tejido animal. Este procedi-
miento se llevé a cabo hasta obtener una muestra limpia de restos del coral y de esta manera
proceder al conteo de células en el microscopio. Una vez separadas las células simbiontes del
hospedero se realizaron mediciones de la concentracién de clorofila a por célula, del nimero de
células por unidad de 4rea, de la fluorescencia de la clorefila @ y del indice mitético.

Para la determinacién de la densidad poblacional de los dinoflagelados simbiontes se
realizaron seis conteos en el hemocitémetro para cada muestra, tanto de las 4reas de puntas
como de las dreas laterales en un microscopio ¢ptico (40X).

10



Método

El 4rea ocupada por tejido vivo de las partes laterales se calculé considerando la sec-
cidén del coral como un cilindro vy a las puntas considerdndolo como media esfera, de esta
forma se obtuvo el mimero de células por unidad de 4rea del coral.

Cuantificacién de Pigmentos Fotosintéticos

Los pigmentos fotosintéticos de clorofila a se extrajeron utilizando la técnica en acetona y
dimetil sulféxido (DMSO) (90:10,v: v}, como se describe en Iglesias-Prieto et al, (1992). Las
muestras de simbiontes aislados se centrifugaron (5 minutos a 1500 rpm), el precipitado fue
resuspendido en 9 ml de acetona y centrifugado por 3 minutos en una centrifuga clinica; el
sobrenadante fue apartado. El precipitado fue resuspendido en 0.025 ml de DMSO y mezcla-
do vigorosamente por 50 segundos con un agitador Vortex. El sobrenadante con acetona fue
adicionado a la muestra con DMSO. Finalmente la muestra fue clarificada por centrifugacion,
Esta operacidn fue repetida 2 6 3 veces hasta obtener un precipitado blanco. Posteriormente
se determindé la absorbancia a 725, 663 y 630 nm. con un espectrofotémetro Beckman (mo-
delo 35); con estos datos se obtuvo la concentracidn de clorofila a utilizando las ecuaciones
de Jeffrey & Humphrey (1975). A partir del niimero de células para cada muestra, se obtuvie-
ron los valores de la concentracion de clorofila a por célula.

Mediciones de Fluorescencia

Las mediciones se realizaron utilizando un fluordémetro PEA (analizador de la eficiencia
fotosintética} por sus siglas en inglés Hansatech, el cual consta de un arreglo de é diodos
emisores de luz con emisién méxima a 650 nm. liberando 600 watts-m? y un fotodiodo con
un filtro que captura automdaticamente la fluorescencia de la clorofila a, de esta manera se
obtuvieron los valores del cociente Fv/Fm (figura A) de los simbiontes de P. divaricatay P.
porites. El tiempo de excitacién fue de 2 segundos para cada medicién.

Colonias Intactas

Para la obtencién de los valores de Fv/Fm en puntas y partes laterales de los corales intactos,
las muestras se colocaron en un contenedor para transportarlas a un cuarto oscuro con el fin de
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Figura A. Curva de fluorescencia; Fm= fluorescencia méxima {centros de reaccion cerrados); Fo= fluores-
cencia cero {centros de reaccién abiertos). La fluorescencia variable (Fv) se obtiene de Fv= Fm-Fo y es la
proporcién de centros reaccion cerrados / centros de reaccion abiertos,

relajar los centros de reaccién (centros de reaccién abiertos) y de esta manera inducir un
méximo en la cosecha de la fluorescencia. Para las mediciones de las zonas de puntas se
colocaba el detector de fluorescencia justo en la parte apical, donde éste cubrfa los primeros
0.6-1.5 mm del coral; para las mediciones de las zonas laterales, ¢l detector se colocaba en una
parte del brazo del coral donde éste tuviera Ia maxima estabilidad al momento de la medicién.

_Si alguna muestra era movida en el momento de ser medida, ese valor no era considerado y se
procedia a medir otra parte del coral. Después de estas mediciones, las colonias de coral se
regresaron al mar en otra zona para evitar colectar las mismas en muestreos posteriores. Se
realizaron 302 mediciones para puntas y 336 mediciones para laterales,

Simbiontes Aislados

Una vez separadas las células simbiontes del hospedero, se hicieron conteos de células con
hemocitémetro para igualar la concentracién de simbiontes en las puntas y en las partes
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laterales, con ¢l fin de eliminar las diferencias en la densidad poblacional. La concentracién
celular con la que se trabajé fue aproximadamente de 3 X 10°células por mililitro para todas
las muestras. Previo a las mediciones de Fv/Fm, las células se adaptaron a la oscuridad por
un tiempo de cinco minutos. Posteriormente 300 uL de la muestra, conteniendo aproximada-
mente un millén de células, se colocaron en un vial que se introdujo dentro de un cilindro de
acrilico opace acoplado al detector del fluorémetro, lo que permitié que las células fueran
excitadas y la fluorescencia detectada por la parte inferior del vial.

Indice Mitético (IM)

Se realizaron mediciones del indice mitdtico (proporcién de células en divisién) en ocho
muestras de 170 células algales, tanto para las dreas de puntas, como para las partes latera-
les. Para conocer la parte del coral que presentaba un mayor porcentaje de células en divi-
sién, se procedié a hacer cortes al microtomo de 5u de grosor utilizando un microtomo tipo
Swift. Con los cortes de coral se estableci6 un gradiente del {ndice mit6tico a través del brazo
del coral desde la punta hacia la base de la colonia. Para llevar a cabo esto, muestras de P
divaricata fueron colocadas durante 4 horas en una solucién de agua de mar con tabaco para
evitar que los pélipos se contrajeran, las muestras se fijaron en una solucién de agua de mar
y formol al 10% durante 24 horas, después las muestras se descalcificaron en una solucion
de 4cido clorhidrico (HCI} al 10% durante 24 horas {Padilla com per.), posteriormente se
lavaron con agua desionizada y deshidratadas secuencialmente con alcohol al 30%, 50%,
70%, 88% 95% y 100%. Una vez descalcificadas, las secciones de coral fueron incluidas en
parafina para realizar los cortes de 5y, €stos fueron colocados en portaobjetos (15 cortes en
promedio por cada portaobjeto) y se lavaron con xilol para eliminar la parafina. Finalmente
fueron tefiidos con lugol y una vez tefiidas las células, se realizaron conteos en el microsco-
pio de células dividiéndose de 101 cortes en una seccién de 3.5 mm. del coral, donde 1.8 mm
abarcaban la zona de la punta (zona més clara).

El 4&rea de cada corte fue considerada como una elipse y se realizaron conteos celulares

en 14 cortes de la punta hacia la base de la colonia de coral. De esta manera se obtuvieron
valores del niimero de células por unidad de 4rea para esos cortes de coral.
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Andlisis de Datos

Los valores de la concentracién de clorofila a por célula, del nimere de células por unidad de
4rea, del cociente Fv/Fm v del indice mitético se analizaron mediante la utilizacién del
programa Statistica aplicando una prueba t de Student para muestras independientes y una
prueba f de Fisher de dos vias.
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Concentracién de Pigmentos Fotosintéticos y Densidad Poblacional de Simbiontes

e obtuvieron los valores de la concentracién de clorofila a por célula y del mimero de
S células por unidad de 4rea para ambas especies de coral. La finalidad de estas medi-
ciones fue cuantificar las diferencias en términos de la densidad poblacional de los
dinoflagelados simbiontes de las dos zonas del coral, asf como determinar si existian diferen-
cias en la concentracién de pigmentos fotosintéticos en las mismas zonas.

De manera general, se observé que los valeres de la concentracién de clorofila a por
célula de las puntas y las partes laterales, para ambas especies no mostraron diferencias
significativas P > 0.05. Utilizando una prueba t de Student, las medias obtenidas fueron de
2.759 pgclorofila a-cel? en las puntas y 2.831 pg clorofila a-cel' en las partes laterales para
P. divaricata y 3.179 pg clorofila a-cel’ enlas puntasy 3.459 pg clorofila a-cel’ en las
partes laterales para P. porites indicando gue la concentracién de pigmentos fotosintéticos se
mantiene constante entre las puntas y las partes laterales del coral, en las figuras 3 y 4 se
observa claramente que las medias no presentan diferencias notables entre si.

Sin embargo, al comparar la densidad de simbiontes, se observa que existe una clara
diferencia para ambas zonas, presentdndose valores significativamente menores en las zonas
de puntas que en las zonas laterales tanto en P. divaricata como en F. porites (figuras 5y 6).
Las medias obtenidas fueron de 1.487 x 10° células- cm? en las puntas y 2.591 x 106 células-cm? en
las partes laterales (p < 0.05) para P, divaricata vy 3.235 x 10° células: cm? en las puntas y 5.328 x
10° células-cm™ en las partes laterales (p < 0.05) para P porites. Estos valores sugieren que existe
una diferencia poblacional de los simbiontes que viven en las partes apicales (cuadro 1j.

15



Resultados

Pofites divaricata

P
2
Y s
@®
;[
“E- {0433) {0476} —'I_
5 - T
h - .
o 2
Q.

1

[}

PUNTAS LATERALES

Figura 3. Valores de la concentracién de clorofila a por célula encontrados en puntas vy laterales de
Porites divaricata. Los nlmeros entre paréntesis representan el error estdndar de la media de 13 replica-
dos para cada zona de del coral.
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Figura 4. Valores de la concentraciéon de clorofila a por célula encontrados en puntas y laterales de
Porites porites. Los nimeros entre paréntesis representan el error estandar de la media de 9 replicados
para cada zona de del coral,
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Figura 5. Diferencias en la densidad poblacional entre las puntas y las zonas |laterales de Porites divaricata.

Los numeros entre paréntesis representan el error estdndar de la media de 13 replicadas para cada zona

del coral.
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Figura 6. Diferencias en la densidad poblacional entre las puntas y las zonas laterales de Porites porites.

Los numeros entre paréntesis representan el error estandar de la media de 9 replicados para cada zona

del coral.
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Cuadro 1. P. porites y P. divaridcata. Medias obtenidas del nimero de células por unidad de 4rea y
concentracidn de clorofila a por célula, los valores de p se obtuvieron utilizando una prueba de t de
Student y una prueba U de Mann-Witney.

Especie Densidad Conc. Pigmentos
(1x106 células-cm ™) (pg. clorofila a- célula )
Porites divaricata  punta  1.487  p<0.05 2759 p>0.05
lateral 2.591 2.831
Porites porites punta 3.235 p<0.05 3.179 p>0.05
lateral  5.328 3.459

Mediciones de Fv/Fm en Corales Intactos

Se obtuvieron valores del cociente Fv/Fm para las zonas de puntas y laterales de las colonias
de los corales P. porites y P. divaricata con el fin de reconocer si existia diferencia en la
eficiencia de la separacién de cargas del Fotosistema II en ambas zonas del coral, de esta
manera se contd con un indicador de la condicidn fisiolégica de los simbiontes lo que
permitid correlacionar los valores observados en este pardmetro con los obtenidos de la
concentracién de pigmentos fotosintéticos y los de densidad poblacional de simbiontes, con
el fin de obtener mayor informacion acerca de la condicién biolégica de los simbiontes en
las puntas y las partes laterales del coral.

Las diferencias de la cosecha cudntica se compararon aplicando un an4lisis de varianza
utilizando una prueba f de Fisher. Los valores del cociente Fv/Fm fueron significativamente
diferentes { p <0.0001) en funcién de la posicién punta y lateral; las medias fueron de 0.612
en las puntas y 0.690 en las partes laterales para P. porites; y 0.550 en las puntas y 0.597 en
las partes laterales para P. divaricata {cuadro 2}.

Los resultados muestran gue para ambas especies de coral hay evidencia suficiente
para decir que los valores de la eficiencia en la separacién de cargas del fotosistemna I de los
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dinoflagelados simbi6ticos son distintos entre las puntas y las partes laterales (cuadro 2). Sin
embargo, independientemente de esto, existen también diferencias entre las colonias (cua-

dro 3} aunque estas diferencias son menos pronunciadas que las que se presentan entre las
dos zonas del coral.

Cuadro 2. P. porites y P. divaricata, Medias obtenidas de [a comparacién de Fv/Fm entre puntas v latera-
les en colonias intactas. EEM {error estandar de la media). Los valores de p se obtuvieron mediante una
prueba f de Fisher

Porites divaricata medias(Fv/Fm) EEM n P
puntas 0.550 0.006 138

< 0,0001
laterales 0.597 0.004 169
Porites porites
puntas 0.612 0.005 164

< 0.0001
laterales 0.690 0.003 167

Cuadro 3. P. poritesy P. divaricata. Valores de p obtenidos de Fv/Fm en colonias intactas utilizando una
prueba f de Fisher.

Efectos P porites B divaricata
Puntas y laterales 4.372 x 10% 2.036 x 10°%
Colonias 3.535 x 107 3.208 x 10
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Mediciones de Fv/Fm en Simbiontes Aislados

Por otro lado se hicieron mediciones del cociente Fv/Fm en simbiontes aislados de las
puntas y las partes laterales. Se calcularon las diferencias de la cosecha cudntica de las zonas
de puntas y laterales del coral igualando ia concentracién celular en ambas zonas, tomando
numeros iguales de células para cada una de las muestras. Las diferencias de la cosecha
cudntica se compararon aplicando un andlisis de varianza utilizando una prueba f de Fisher.
Los valores entre las puntas y las partes laterales mostraron diferencias significativas
{p <0.0001) para ambas especies de coral. Las medias fueron de 0.521 en las puntas y 0.630
en las partes laterales para P. porites y 0.395 en las puntas v 0.422 para las partes laterales en
P, divaricata (cuadro 4).

Para ambas especies de coral los valores de Fv/Fm son diferentes entre las puntas y las
partes laterales, de 1a misma manera que en los corales intactos (figuras 7 v 8), encontrando-
se también diferencias significativas en los valores de Fv/Fm de las diferentes colonias

Cuadro 4. P. porites y P. divaricata. Valores de Fw/Fm que muestran las diferencias entre puntas
y laterales de simbiontes aislados. Los valores de p se obtuvieron mediante una prueba f de Fisher.

Porites divaricata medias (Fv/Fm) EEM n P
puntas 0.395 0.007 32

< {.0001
laterales 0.422 0.006 32

Porites porites

puntas 0.521 0.011 32

< 0,0001
laterales 0.630 0.008 32
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Figura 7. Porites divaricata. Desviacion estandar, media y error estdndar de la media de los valores de

Fv/Fm de las puntas y las partes laterales en corales intactos y en simbiontes aislados.
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Figura 8. Porites porites. Desviacion estdndar, media y error estdndar de la media de los valores de

valores de Fvw/Fm de las puntas y las partes laterales en corales intactos y en simbiontes aislades.
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p < 0.0001 (cuadro 5). De lo anterior se deduce que el aparato fotosintético de las poblacio-
nes de endosimbiontes en las puntas presenta dafio,

También se utilizé una prueba de f de Fisher para comprobar si existian diferencias
entre los valores de Fv/Fm medidos en simbiontes aislados v los medidos en las colonias
intactas (cuadro 6}. Estas observaciones indicaron que las mediciones de la cosecha cudntica
presentan una diferencia significativa entre las puntas y las partes laterales del coral v esta
diferencia se mantiene para ambos casos.

Cuadro 5. P. porites y P. divaricata. Valores de p obtenidos de Fv/Fm en simbiontes aislados utilizande
una prueba f de Fisher,

Efecios P. porites P. divaricata
Puntas vy laterales 3,104 x 10°¥ 2.402 x 109
Colonias 3.852 x 10M 1.036 x 101

Cuadro 6, P. porites y P. divaricata. Valores de p obtenidos de Fv/Fm en simbiontes aislados y colonias

intactas utilizando una prueba f de Fisher 1-coral intacto y simbiontes aislados , 2-puntas y laterales.

Efectos D porites P. divaricata
1 1.980 x 107 0.000
2 5.837 x 105 3.604 x 10°
1-2 0.070 0.281
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Resultados

Los andlisis del fndice mitdtico de simbiontes aislados muestran claramente que la zona de
las puntas present6 el mayor porcentaje de células dividiéndose en relacién a sus partes
laterales {cuadro 7). Obteniendo un porcentaje mayor de 1.86% para la zona de las puntas y
un porcentaje menor de 0.50% en la zona de las partes laterales, con una media de 1.75%
para la zona de Ias puntas y de 0.60% para la zona de las partes laterales. Hallando una
diferencia significativa (p <0.05) utilizando una prueba t de Student, Asimismo los resulta-

dos obtenidos mediante la serie de secciones de coral permitieron una observacién més
detallada, con este método se pudo obtener un gradiente de divisién celular a través de la
distancia desde la punta hacia la base del coral (figura 9), observindose que el mayor por-
centaje de divisién celular se encontré en la zona de transicién punta-lateral.

Cuadro 7. Indices Mitéticos de Porites divaricata utilizando una prueba de t de Student.

Colonia Puntas Laterales
1 1.84% 0.65%
2 1.86% 0.50%
3 1.75% 0.67%
4 1.48% 0.62%
5 1.80% 0.58%
prom  1.74% (p <0.05) 0.604%
EEM  0.069 0.030
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Figura 9. Indice mitético de Porites divaricata.
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a concentracién celular de clorofila a por célula entre las puntas y las partes laterales

de los corales P. porites y P. divaricata mostré que los dinoflagelados simbiontes no
presentan diferencias significativas. Los valores para ambas especies se encuentran dentro
de los intervalos reportados por otros autores (cuadro 8).

Cuadro 8. Valores de 1a concentracién de clorofita a por céiula en dinoflagelados simbiontes reportados
en la literatura.

pg clorofila a-cel? Referencia
2.94-3.38 Dustan (1979)
2.87-8.47 Porter (1984)
4,80-9.80 Titlyanov et al. (1980)
2.98-12.97 Porter et al. (1984)
0.922-6.855 Presente trabajo

La concentracion de clorofila a por célula generalmente es evaluada en términos de la
cantidad de luz que incide sobre el 4drea fotosintética. Las modificaciones en los contenidos
y proporciones de los pigmentos fotosintéticos resultan de diferentes mecanismos de aclima-
tacién a las condiciones luminicas. Iglesias-Prieto & Trench (1994) mencionan que la estra-
tificacion que se presenta en la distribucién de los corales a través de un gradiente de profun-
didad puede ser el resultado de la evolucién y adaptacién de los simbiontes a particulares
regimenes lumfnicos y los intervalos de distribucién vertical en asociaciones simbidticas
individuales son el resultado de las habilidades de sus simbiontes. Ellos analizaron las res-
puestas fotosintéticas de tres especies de Symbiodinium bajo dos diferentes regfmenes
luminicos (luz saturante y luz subsaturante) y distinguieron que las células expuestas a luz
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subsaturante presentan significativamente una mayor concentracién celular de pigmentos
fotosintéticos que cuando son expuestas a luz saturante. Con base en los resultados de ese
trabajo, que a su vez son consistentes con otros {Dustan 1979, Titlyanov 1991; Wethey &
Porter 1976); podemos decir que el ambiente en que viven P porites vy P divaricata no
presenta diferentes regimenes lumfnicos y las diferencias en el grado de pigmentacién de la
colonia no se deben a alguna variacién de la concentracién de la clorofila a por célula por
lo que no se presenta ningdn tipo de respuesta de fotoaclimatacién entre las puntas y las
partes laterales de coral.

Los valores de densidad simbiontes para ambas especies se encuentran dentro de los
intervalos reporiados en la literatura para otros corales escleractinios y la variacién del nu-
mero de células por unidad de 4rea entre las puntas y las partes laterales también es consis-
tente con los valores encontrados en 1a literatura (cuadro 9)

Cuadro 9. Valores de las densidades del nimero de dincflagelados simbicntes por unidad de 4rea repor-
tados en la {iteratura.

células x 10°- Cm? Referencia
0.5-1.0 Hoegh-Guldberg y Smith (1989)
1,0-2.0 Muscatine et al. (1989)
3.0 Szmant-Froelich y Pilson (1984)
0.6-8.5 Porter (1984)
¢rdenes de 1 Gladfelter (1985)
1.71-7.59 Iglesias ( 1994)
0.8-8.0 Presente trabajo

Se encontré una clara diferencia en la densidad poblacional entre los dinoflagelados
simbiontes que se encuentran en las puntas respecto a las zonas laterales tanto en P. porites
como en P divaricata. Muscatine et al. {1989) mencionan que cuando las condiciones am-
bientales son favorables, la densidad poblacional de los simbiontes es generalmente constan-
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te. En este sentido, es de suponerse que tanto la zona apical como la zona lateral del coral
estdn siendo influidas por las mismas condiciones ambientales externas, por lo que en este
caso se puede descartar la idea de que el ambiente (externo) esté influyendo de manera
diferencial sobre ambas zonas de la colonia. El hecho es que existe un factor que esta modi-
ficando la poblacién de endosimbiontes manifestdndose como una menor densidad poblacional
de éstos en el drea de puntas en relacion a las zonas laterales, lo que nos lieva a considerar
que tal vez sea el resuliado de un ambiente interno distinto. Estudios como los de Dubinsky
et al. (1990), Cooket al. (1987), Falkowski et al. (1993) sugieren que la escasez de nutrientes
puede limitar la tasa de crecimiento de los productores primarios. El reciclamiento de nutrientes
internos juega un papel importante en la productividad primaria del ecosistema arrecifal
como tal. En aguas arrecifales el nitrégeno es usualmente considerado como el nutriente
limitante y en las asociaciones intactas la participacion de los simbiontes es muy importante
para la obtencién y reciclaje de este elemento. Considerando que la disponibilidad del amonio
que se origina del catabolismo del hospedero limita el crecimiento de los dinoflagelados
fotosintéticos (Hoegh-Guldberg & Smith 1989 a) (dado que los productes de desecho de los
corales son indispensables para que el alga realice la fotosintesis). Lo anterior nos sugiere
que la diferencia en la densidad poblacional de los simbiontes en las dos zonas del brazo de
la colonia posiblemente sea efecto de una limitacidn en el fiujo de nitrégenc y no una
limitacién por luz.

Las mediciones de fluorescencia son una herramienta bésica aplicada a las investiga-
ciones de la fisiologia vegetal. La fluorescencia variable de la clorofila a estd relacionada con
la actividad fotoquimica del fotosistema II de los organismos que producen oxigeno (Strasser
et al. 1995). En el aparato fotosintético, la luz se absorbe por los pigmentos antena y la
energla de excitacién se transfiere a los centros de reaccién de los dos fotosistemas {FSI y
Fsll), donde dicha energfa se conduce a los centros de reaccion en donde se lleva a cabo la
conversién de la energfa fotosintética (Krause & Weis 1991). En este trabajo los valores de
fluorescencia de la clerofila a se utilizaron como un indicador del estado fisiolégico general
de los dinoflagelados simbidticos (actividad reductora del fotosistema II). Los valores obteni-
dos del cociente Fv/Fm en simbiontes aislados nos indicaron que se mantiene una diferen-
cia entre las puntas y las partes laterales (cuadro 4), asf como en los corales intactos. La
diferencia de dicho cociente en estos ultimos podia deberse a la arquitectura del brazo del
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coral y/o al ndmero significativamente menor de dinoflagelados simbiontes presentes en las
puntas. Posteriormente con los valores obtenidos en los simbiontes aislados se demuestra
que estas diferencias observadas no son producto de las diferencias en la densidad poblacional
ni tampoco al efecto que pudo existir al realizar las mediciones a corales intactos -como la
geometria de 1a colonia~ {cuadro 6 v figura B}).

Figura B. Colonia de coral,

Es muy probable que la diferencia observada entre los simbiontes de las puntas y las
partes laterales se deba a un mecanismo de control poblacional bajo condiciones de un
nutriente limitante. El cociente Fv/Fm puede disminuir al haber deficiencia de nitrégeno y
las células limitadas por este nutriente pueden comportarse como si estuvieran bajo un
efecto de dafio por luz. Con base en los resultados, se deduce que el estado fisiolégico en
términos de la eficiencia fotosintética estd siendo afectado y la asociacidn en este punto
presenta otra modificacién que quizds esté relacionada con la regulacién poblacional de
endosimbiontes.

Los valores obtenidos del indice mitético son un buen indicador que permite conocer
el grado de division celular de las algas fotosintéticas y al relacionarlo con el nimero de
células por unidad de &rea nos permitieron establecer una variacién de la densidad poblacional,

28



Discusidon

Debido a que cuando una alga tiene cubijertas sus cuotas celulares, es decir, la concen-
tracién interna minima requerida para reproducirse, era de suponer que en el 4rea de puntas el
porcentaje de células dividiéndose serfa mds bajo que en las partes laterales puesto que en las
puntas se presentaron valores de Fv/Fm y nimero de células de simbionte por unidad de drea
mencres a los observados en las partes laterales. En contraste con lo que se suponia, los
valores del indice mitdtico mostraron que la zona de puntas presenté el mayor porcentaje de
células dividiéndose en relacién a las partes laterales (cuadro 7). Sin embargo, los resultados
obtenidos mediante las secciones de coral permitieron una observacidn mds detallada distin-
guiéndose un gradiente de division celular a través de la distancia desde la punta hacia 1a zona
de transicién punta-lateral de la colonia, mostrando diferencias con los valores obtenidos en
simbiontes aislados (que fueron poco sensibles dadas las caracteristicas de esta observacién).
Cuando las regiones del coral estdn creciendo son metabdlicamente mds activas que otras
dreas de la misma colonia, donde el excedente energético puede ser utilizado en respiracion y
produccidn de tejido y en menor sentido puede ser disponible para sintesis de gametos (Gladfelter
1985 y Fang 1989). El mayor porcentaje de divisidn celular se encontré en la zona de transicién
punta-lateral (figura 9), indicindonos que en ese punto los simbiontes poseen niveles de
nutrientes necesarios para satisfacer sus cuotas celulares y, por lo tanto, es factible que se lleve
a cabo la divisién debido a que sus requerimientos cejulares estdn cubiertos. Sin embargo, en
la zona de crecimiento de la colonia la disponibilidad de nutrientes probablemente esté dismi-
nuida ya que el hospedero al estar creciendc presenta una mayor demanda de nitrégeno, de
manera tal que en dicha zona el flujo de nitrégenc estd beneficiando al hospedero, a la vez que
la poblacidn de algas se ve limitada por el flujo del nutriente manifestindose en una diferencia
de pigmentacién, siendo el resultado de la diferencia en la densidad poblacional y Fv/Fm
menores a los presentados en las partes laterales. Por lo que es de suponer que los factores
externos que incidan sobre este tipo de corales, exhibirdn con gran probabilidad respuestas
diferenciales, puesto que existe una demanda de nitrégeno en el 4rea de crecimiento, la cual
resulta presumiblemente més susceptible a condiciones adversas.

Con estas observaciones podemos establecer que el crecimiento de los dinoflagelados
simbiontes dentro del hospedero estd desbalanceado v conjunto con el efecto del factor-
hospedero éste es un mecanismo que controla el flujo de nutrientes entre el alga y el coral
{Falkowski et al. 1993).
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EES EEH

Figura 10. Relacién entre las eficiencias ecolégicas y los beneficios derivades de la asociacion simbidtica
entre el hospedero y el alga simbionte. BH=benficic del hospedero; BA=beneficio del alga simbionte;
EEH=eficiencia ecoldgica del hospedero; EEA=eficiencia ecolégica del alga simbionte.

La tasa de crecimiento de los simbiontes en 1a punta estd desfasada en relacion a la produc-
cién de tejido por el hospedero, como lo menciona Hallock {1981). El crecimiento algal se
incrementa mientras la eficiencia del hospedero declina y el crecimiento del hospedero se
incrementa conforme baja la eficiencia algal. Dado que las algas fotosintéticas parecen estar
limitadas por nitrégeno, debe existir un eficiente reciclamiento de los nutrientes dentro de la
asociacidn (siterna mixotréfico!) y en este sentido nos referimos a la disponibilidad del amonio
derivado del hospedero que regula la tasa de crecimiento de los simbiontes al ser una fuente
primordial de nutrientes para éstos. El modelo incorpora las eficiencias del hospedero, del simbionte
y los beneficios de la asociacidn, de tal manera que al aumentar la eficiencia ecolégica del alga,
es decir, cudnto del nitrégeno asimilado es incorporado como biomasa, el beneficio del hospede-
ro baja y de la misma forma, al incrementar la eficiencia ecoldgica del hospedero, disminuye el
beneficio del alga (figura 10). En este trabajo la zona de transicién punta-lateral, para ambas
especies de coral puede ser vista como un modelo que muestra ¢6mo estdn desacopladas las
tasas de crecimiento en una asociacidén simbiética puesto que en ese punto, en los corales
rarnificados toma lugar el crecimiento, ello permite estudiar la dindmica poblacional de los

! Mixotréfico: Unién del autéirofo y del heterédtrofo.
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dinoflagelados simbi6ticos en una misma colonia en zonas de alta y baja demanda de un nutriente
limitante (figura 11). En la zona de punta los endosimbiontes presentan una tasa de crecimiento
minima, mientras que en la zona de transicién la tasa de crecimiento es maxima, Contrario a lo
anterior, el hospedero presenta en la punta el méximo de crecimiento y en la zona de transicion
la tasa de crecimiento se hace minima. Si nos extendiéramos hacia la zona lateral o basal de la
colonia, esperariamos encontrar que la tasa de crecimiento del hospedero respecto a la tasa de
crecimiento de los endosimbiontes sea cero (figura 12). Ei éxito de los simbiontes dependerd
entonces de la habilidad del sistema para reciclar los nutrientes con minimas pérdidas, Jo cual a
su vez se relaciona con bajas eficiencias tanto del hospedero como del simbionte para que la
asociacién pueda ser ventajosa en un ambiente oligotréfico, ya que si se aumentara la eficiencia
del alga incrementéndose las concentraciones de nitrégeno inorgénico externo. La densidad de
zooxantelas aumentaria y la poblacién algal se acercaria a un crecimiento balanceado donde el
hospedero perderia control sobre la densidad poblacional de simbiontes { Falkowski et al. 1993).

Simbicnte

A de crecimiento

Distancia de la punta hacia la parte lateral de la colonia

Flgura 11. Crecimiento desfasado entre el hospedero y el simbionte en la simbiosis microalgal de un
coral ramificado.
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Distancia 0
zona de punta

Distancia 2

. , Zona lateral
Distancia 1

zona de transicion

Figura 12, Brazo del Coral; tasas de crecimiento del hospedero y del simbionte.
Tasa de crecimiento del hospedero/distancia 0 = maxima; Tasa de crecimiento del hospedero/distancia
{=minima, Tasa de crecimiento dei simbionte/distancia O=minima; Tasa de crecimiento de! simbionte/

distancia 1=maxima.
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% De manera general podemos observar que las diferencias observadas entre las puntas y
las partes laterales no se deben a un efecto por luz.

< El niimero de células por unidad de 4rea es mayor en las partes laterales y los valores
del cociente Fv/Fm en las partes laterales también se presentan altos en relacién a las
puntas.

- Losvalores del indice mitético demuestran que €l mayor porcentaje se encontrd en la
zona de transicién punta-lateral.

# Los endosimbiontes en la punta se encuentran limitados al haber una mayor demanda
de nitrégeno que el animal utiliza para formacion de tejido nuevo.

% Una forma de control poblacional al existir un 4rea de demanda energética es desaco-
plando la produccién en biomasa entre el animal y el alga en funcién del flujo de
nitrégeno, en donde el éxito de la asociacién depende de la habilidad para reciclar el
nuiriente limitante de crecimiento.

Estas observaciones favorecen el entendimiento de los mecanismos de contro] poblacional
en sisternas mixotréficos, reflejando cémo las asociaciones simbidticas utilizan los nutrientes
limitantes alcanzando un eficiente reciclamiento de €stos, permitiendo adaptaciones a los
ambientes pobres en nutrientes,
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