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Para que tus estudios sean provechosos, necesitas hacerlos con interés y con
alegria. El interés ha de credrtelo tu necesidad o tu propésito de prepararte
bien para una existencia Gtil. La alegria has de sentirla por el sélo hecho de
que puedes dedicarte, sin amarguras y sin preocupaciones, a esa preparacion
que habrd de transformarte en un ser mejor. Considérate, pues, dichoso,
porque tienes aquello de que muchos carecen: una oportunidad de saber, una
ocasion de elevarte, un medio de servir y de servirte. Pero has de persistir,

porque sin esfuerzo nada llega a su término, nada es fecundo.

Menos mal que la memoria del hombre tiene capacidad para guardar
tantas cosas. Sin memoria, si se olvida lo pasado, el hombre no podria vivir

ni para lo presente ni para lo futuro.
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RESUMEN

Los arrecifes tropicales se caracterizan por alta incidencia de radiacién ultravioleta
(RUV) tanto UV-B (280-320 nm) como UV-A (320-400 nm) debido a la capa delgada
de ozono en el ecuador. La RUV tiene un efecto inhibitorio en la fotosintesis, por lo que
varias especies han desarrollado mecanismos de proteccion, por ejemplo, la sintesis de
compuestos que absorben RUV como las micosporinas parecidas a aminoéacidos
(MAA:s). El proposito de este trabajo fue evaluar los efectos de la exposicion a PAR y
RUYV en la eficiencia fotoquimica y en la presencia de MAAs en dos corales Porites
astreoides y Diploria strigosa. Los organismos fueron expuestos durante 30 dias a PAR,
PAR+UVA y PAR+UVA+UVB de luz solar natural. La diferencia entre la presencia y
la ausencia de luz ultravioleta en la eficiencia fotoquimica del PSII en los dinoflagelados
de las dos especies fue de aproximadamente un 5%. Este incremento en la eficiencia
fotoquimica no se ve reflejado en la tasa de transporte de electrones por lo que se sugiere
que los organismos expuestos a UVB dan preferencia a reparar los dafios ocasionados a
la célula por lo que disminuye la energia para el FSII. Es también probable que
intervengan otros mecanismos que pueden participar cuando los organismos son
expuestos a baja luz. La densidad de los simbiontes, su tamafio y el contenido de
clorofilas aunque no significativos evidenciaron las tendencias de los organismos en
respuesta a las condiciones espectrales. Los MAAs se encontraron en tejido y simbiontes
aislados de ambas especies. El dinoflagelado simbionte de D. strigosa, perteneciente a
los filotipos B o C que en cultivo no los sintetiza, in hospite si presenta MAAs. La
absorcion por MAAs en P. astreoides (hospedero y su simbionte de filotipo A) no
cambia a través del tiempo lo mismo que el simbionte de D. strigosa, mientras que en el
hospedero D. strigosa expuesto a todo el espectro solar se define un pico de absorcion.
Sin embargo, la disminucion de la eficiencia fotoquimica en ambos corales expuestos a
todo el espectro solar sugiere que la presencia de MAAs en P. astreoides y D. strigosa
podria no ser suficiente para proteger a los corales de los efectos de la RUV a largo

plazo.
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INTRODUCCION

En afios recientes la disminucion del ozono estratosférico sobre la Antartida en el
verano austral ha llevado a incrementar los niveles de UV-B en la superficie de la tierra,
por ello sus efectos, tanto genéticos como fisiologicos, no sélo en plantas y animales
terrestres, sino también en organismos del ambiente marino, han llegado a ser un tépico
de gran interés para la comunidad cientifica. Diferentes estudios han llevado a los
investigadores a concluir que la disminucién en la productividad primaria
probablemente afectaria por efectos cascada a todos los niveles tréficos (Bothwell et al.
1994). Sin embargo, el hecho es que las regiones tropicales reciben los niveles mas altos
de RUV al nivel del mar en la tierra (Baker et al. 1980). Estudiar los mecanismos de
adaptacion empleados por organismos en lugares donde la RUV es alta podria ser
bastante 1til para estimar los costos especie-especificos asociados con la mitigacion de
los efectos de la RUV ambiental en los trépicos antes de hacer predicciones

considerando los efectos del exceso de RUV a altas latitudes.

El factor ambiental mas importante que regula el crecimiento y desarrollo de los
organismos autétrofos, es la luz, ya que provee la fuente de energia para la fotosintesis.
El éxito de los corales arrecifales ha sido atribuido a la relaciéon simbidtica con los
dinoflagelados fotosintéticos que viven dentro de sus tejidos (Trench 1979). Estos
simbiontes son de gran importancia para el hospedero debido a que una gran porcién de
los requerimientos energéticos del coral es satisfecha por la transferencia de carbono
fijado fotosintéticamente por el simbionte al hospedero (Muscatine 1987, Muscatine et
al. 1981). La presencia de los dinoflagelados simbiontes limita la distribucion de los
corales hermatipicos a zonas euféticas, con aguas transparentes, calidas y oligotroficas,

caracteristicas de los tropicos.

Radiacién solar
El efecto de la radiacion solar en los procesos quimicos y biolégicos depende tanto de su

intensidad como de su distribucion espectral. La luz solar que llega a la superficie
terrestre es dividida en tres bandas: infrarrojo, visible y ultravioleta. De la radiacion

solar considerada como visible, el intervalo de longitudes de onda de 400 a 700 nm es



también conocido como Irradiancia Fotosintéticamente Activa (PAR, por sus siglas en
inglés: Photosynthetically Active Radiation) debido a que concuerda con el intervalo de
absorcion de los pigmentos que intervienen en los procesos fotosintéticos. La radiacion
ultravioleta (UVR, por sus siglas en inglés: UltraViolet Radiation), es la porcion del
espectro electromagnético del sol entre las longitudes de onda de 200 a 400 nm. La
energia de estas longitudes de onda rompe y altera la estructura y funcién de las
moléculas. La RUV se divide en tres sub-bandas basdndose en sus caracteristicas fisicas
y efectos bioldgicos: UV-C (200-280nm), UV-B (280-320 nm) y UV-A (320-400 nm)
(Falkowski y Raven 1997). La UV-C es absorbida en la estratosfera principalmente por
el oxigeno molecular y el ozono. Desde el punto de vista biolégico es letal. Tanto UV-B
como UV-A penetran a la tierra. La RUV que llega a la superficie de la tierra tiene una
variacion natural. Los factores que afectan dicha variacion incluyen geométricos (hora
del dia, angulo cenit solar, distancia sol-tierra, altitud, latitud, estacion), atmosféricos
(nubes, aerosoles) y el albedo (Diaz et al. 2000a, 2000b). Asimismo las longitudes de
onda cortas de la UV-B son absorbidas por el ozono, por lo que la intensidad de 1a UV-B
depende de la cantidad de ozono estratosférico que actile como filtro. Las longitudes de

onda mas largas de UV-B y las de UV-A no son afectadas por el ozono.

Al entrar al agua la RUV se reduce debido a las influencias combinadas del agua y la
absorcion y esparcimiento de las particulas (Diaz et al. 2000a, 2000b) por lo que cambia
tanto en cantidad como en calidad espectral (Kirk 1994). Se han registrado niveles
biologicamente efectivos de RUV solar en la columna de agua en zonas tropicales a
profundidades de al menos 30 m para UV-B y 39 m para UV-A (Shick et al. 1996). Esto
se debe no solo a la transparencia a la RUV de las aguas oceénicas tropicales sino
también a la relativa delgadez de la capa de ozono ecuatorial. Debido a lo anterior los
organismos de aguas someras estan expuestos a altas irradiancias tanto de las longitudes

de onda del visible como las del ultravioleta lo que les representa un problema.

Los efectos de la RUV
En las regiones tropicales no se han registrado cambios en el grosor de la capa de ozono

que es delgada y permite una mayor penetracion de RUV. Por lo anterior los organismos



arrecifales de aguas someras normalmente estdn expuestos a altos niveles de radiacion
ultravioleta solar. Las radiaciones UV-B y las longitudes de onda cortas de UV-A,
pueden inhibir la fotosintesis algal y pueden ser fisiologicamente daiiinas para muchas
formas de vida marina incluyendo la epifauna de los arrecifes coralinos. Ello se debe a
que las moléculas biolégicamente importantes como ADN, ARN y proteinas absorben y
son dafiadas por la RUV. La UV-B causa mayor dafio a los organismos porque al nivel
celular es absorbida por compuestos arométicos. La UV-A es menos daifiina que la

anterior puede causar dafio indirecto originando especies reactivas.

De manera general el dafio celular por la exposicion a UV puede ocurrir por una
reaccion fotoquimica directa, por ejemplo la dimerizacion de timina en el ADN, 6
indirectamente la produccidn fotodindmica de especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en ingles: Reactive Oxygen Species) tales como oxigeno singlete ('O,) y
radicales superoxido (O, ). Por consiguiente, los organismos que habitan aguas someras
y expuestos a altos niveles de RUV solar se han adaptado y evolucionado para resistir la

exposicion.

En el aparato fotosintético los efectos de la luz ultravioleta han sido definidos a partir
de la exposicion de membranas fotosintéticas aisladas. Renger er al. (1986a, 1986b)
sugirieron que la RUV modifica sobretodo la proteina de enlace de las plastoquinonas
primarias y secundarias del lado aceptor del FSII (apoproteina Qa-Qg), que conduce
simultdineamente a un bloqueo funcional del aceptor primario. Greenberg et al. (1989)
encontraron que el sitio de dafio de la UV-B es la proteina 32-kDa del centro de reaccion
del FSII, que forma parte de D1. La UV-B produjo una mayor tasa de degradacién de
D1 que la luz visible, por lo que una porcion significativa de la degradacion de la
proteina 32-kDa en la luz solar es atribuida a la UV-B. Sin embargo, el hecho de que la
radiacion ultravioleta perjudique pricticamente todos los procesos bioldgicos ocasiona
que sea complejo individualizar los efectos dentro del organismo. Se ha comprobado que
la tolerancia a la UV-B del aparato fotosintético en microalgas esta asociado con una
gran capacidad para recuperarse del dafio por UV-B y esta relacionada con el ciclo de

reparacion y recambio de D1 (Xiong 2001). Niveles moderados de PAR durante la



exposicion a UV-B disminuyen la perdida neta de D1 y D2 incrementando la tasa de

sintesis de novo de proteinas dentro del cloroplasto (Vass et al. 1999).

Existen trabajos en los que se evidencian los efectos de la RUV sobre organismos
arrecifales. Jokiel (1980) demostré que la epifauna arrecifal criptica moria al ser
sometida a la exposicion aguda de RUV solar en aguas someras. La muerte podia ser
evitada si los organismos eran colocados bajo filtros que absorbieran UV y transmitian
luz visible. Sugirié que la estructura de los arrecifes de coral era afectada por la
tolerancia relativa de sus especies constituyentes. Por lo tanto, la luz ultravioleta puede
ser considerada como un factor fisico significativo que regula la distribucién de

organismos en un arrecife de coral.

Los corales son el componente mds conspicuo en los arrecifes coralinos. El
crecimiento de los corales hermatipicos o constructores en aguas tropicales es
responsable de la estructura del arrecife de coral. Esto es posible gracias a la simbiosis
que existe entre corales y dinoflagelados, o sea, un consumidor y un productor primario.
Los dinoflagelados transfieren carbono fijado fotosintéticamente a los tejidos de sus
hospederos, siendo el glicerol el compuesto mds comun. La transferencia de
fotosintetatos por el dinoflagelado simbionte representa en algunos casos mas del 100%
de los requerimientos metabolicos basales de las asociaciones intactas (Muscatine et al.
1981). En tanto que el hospedero provee a los dinoflagelados de compuestos como
dioéxido de carbono, nitrégeno y fosforo. Debido al alto grado de integracion ecoldgica y
nutricional presente en la simbiosis los dinoflagelados son cruciales para el
funcionamiento de los corales y cualquier evento que perturbe la relacion entre ellos

puede tener consecuencias para la supervivencia del holobionte.

Existe evidencia que sugiere que la radiacion UV en el ambiente arrecifal podria ser
en asociacion con alto PAR y/o temperatura (Lesser et al. 1990) un agente causal del
fendmeno de blanqueamiento de corales (coral bleaching), fendémeno en el que se rompe
la relacion simbidtica entre el coral y los dinoflagelados simbiontes (Lesser et al. 1990,
Brown et al. 1995) y consiste en la desaparicién de los simbiontes de los tejidos del

hospedero o la pérdida de pigmentos fotosintéticos en los dinoflagelados simbiontes



(Hoegh-Guldberg y Salvat 1995, Brown 1997). Aunque se considera que el
blanqueamiento en arrecifes de coral tiene como factor ambiental primario el incremento
en la temperatura (Fitt et al. 2001) existe evidencia de que no todos los eventos de
blanqueamiento estan relacionados con el incremento en la temperatura y que la UV
puede jugar un papel en el blanqueamiento, particularmente en combinacion con el

incremento en temperatura del agua de mar (Brown 1997).

Se ha demostrado que la exclusion a largo plazo de la RUV causa un incremento en la
tasa de calcificacion en los corales (Jokiel y York 1982, Gleason 1993, Kuffner 2001b).
Por otra parte la exposicion de diferentes corales a RUV artificial produjo en los corales
diferentes sintomas, retraimiento en el coralito, descarga de mucus, extrusion de los
filamentos mesenteriales e incluso la muerte (Siebeck 1981, 1988). En Porites porites se
comprobd el dafio al ADN con la formacién de dimeros de timina y su variacion al ser
expuesto a diferentes dosis de RUV (Anderson et al. 2001). Asimismo se comprobd el
descenso de la tasa de supervivencia de planulas de Agaricia agaricites hasta en un 74%
dependiendo de la profundidad y origen de las larvas (Gleason y Wellington 1995) y
disminucion de la tasa de asentamiento de las planulas de Pocillopora damicornis
(Baker 1995, Kuffner 2001a) debido a la RUV. Wellington y Fitt (2003) observaron que
en Acropora palmata, Montastraea annularis y M. franksi habia menor supervivencia de
larvas originadas de colonias de mayor profundidad, debido principalmente a la UV-B y
en menor proporcion a la UV-A. La exposicion a la RUV reduce la densidad de
simbiontes en algunas especies de coral (Gleason y Wellington 1993, Shick et al. 1999)
al igual que en otros cnidarios simbidticos (Lesser et al. 1990). Asimismo, se ha
reportado que la RUV aumenta la actividad de las enzimas superdxido dismutasa,
catalasa y ascorbato peroxidasa tanto en el hospedero como en el simbionte (Lesser et al.
1990, Lesser 1996).

Estos resultados sugieren que la RUV es un pardmetro ecologico importante el cual
influencia la fisiologia y el crecimiento de corales bajo condiciones ambientales

normales en arrecifes de coral.



Por otra parte, existen trabajos en los que se evidencian los efectos de la RUV sobre
los dinoflagelados simbiontes. Ademas de inhibir la fotosintesis, la RUV modifica
diversos procesos metabdlicos, que a largo plazo afectan el crecimiento y la
supervivencia de los dinoflagelados (Jokiel y York 1982, 1984, Banaszak y Trench
1995a, 1995b). La RUV disminuye la tasa de crecimiento de dinoflagelados simbiontes
en cultivo entre los que se encuentran de Symbiodinium microadriaticum aislado de la
anémona Aiptasia tagetes (Jokiel y York 1982, 1984) y S. californium (Banaszak y
Trench 1995a). El indice mitético de los dinoflagelados simbiontes también es afectado
por la exposicion a UV ya sea disminuyendo como en los simbiontes del morfo café de
P. astreoides (Gleason 1993), o bien aumentando como sucede en los de Stylophora
pistillata y Acropora sp. (Shick et al. 1999). También se ha encontrado que disminuye la
movilidad de S. microadriaticum y S. californium (Banaszak y Trench 1995a). Entre los
cambios morfolégicos que ocasiona la RUV se encuentran la formacién de paredes
multicapa en dinoflagelados en cultivo (Banaszak y Trench 1995a), disminucion de la
densidad superficial de las lamelas del tilacoide del cloroplasto y aumento del volumen
de cuerpos de acumulacion (asociados con envejecimiento de la célula y autofagia)
(Lesser y Shick 1990). La exposicion a RUV también ocasiona un aumento en la
actividad de las enzimas superoxido dismutasa, catalasa y ascorbato peroxidasa dentro
de las células del simbionte (Lesser et al. 1990, Shick et al. 1991, Lesser 1996). La
densidad de clorofilas puede no ser afectada (Jokiel y York 1982, Scelfo 1985, Lesser et
al. 1990, Shick et al. 1991), o bien disminuir (Gleason y Wellington 1993, Lesser 1996).
La concentracion de clorofila por célula de simbionte al igual que la densidad puede no
ser influida (Lesser y Shick 1989b, Gleason y Wellington 1993, Banaszak y Trench
1995a) o bien reducirse (Banaszak y Trench 1995a, Lesser 1996).

Las radiaciones UV-B y las longitudes de onda cortas de UV-A, pueden inhibir la
fotosintesis algal. Diversos estudios han sefialado que tanto la radiaciéon UV-B, como la
UV-A producen fotoinhibicion, siendo la UV-B muy efectiva debido a la mayor energia
de sus fotones. Los papeles relativos de la UV-A y UV-B no han sido totalmente
descritos, porque aunque el dafio ponderado debido a UV-B es mayor que el de UV-A,

la proporcién entre UV-B y UV-A en la radiacién natural es solo 3:100 (Cullen y Neale



1994). Por lo que, en la naturaleza, el efecto inhibitorio de la UV-A parece ser también
importante debido al mayor flujo de fotones UV-A de la radiacion solar incidente. La
mayoria de los estudios no distinguen entre los efectos de la UV-A (320400 nm) y
aquellos de la UV-B (280-320 nm) a pesar de que los organismos pueden tener
diferentes respuestas a cada banda de RUV. La inhibicidn de la fotosintesis por la RUV
ha sido demostrada en dinoflagelados simbidticos, tanto aislados (Lesser y Shick 1989a,
Masuda et al. 1993, Shick et al. 1995) como in hospite (Jokiel y York 1982, Shick 1993,
Masuda et al. 1993, Lesser y Lewis 1996, Lesser 2000), asi como en dinoflagelados de
vida libre in situ (Banaszak y Neale 2001) y en cultivo (Neale et al. 1998). Fitt y Wamer
(1995) encontraron que en el coral Montastraea annularis la UV-A y las longitudes de

onda del azul inhibian mas la fotosintesis que la UV-B.

En otros cnidarios simbidticos también se ha encontrado un efecto inhibitorio de la
RUV en la fotosintesis de los dinoflagelados tanto en cultivo (Jokiel y York 1982,
Lesser 1996) como in hospite y recién aislados (Shick 1993).

El dano a la actividad fotosintética
Los procesos fotosintéticos se saturan rapidamente cuando el flujo luminico supera la

capacidad del organismo para utilizarlo en la fotoquimica primaria, por lo que la energia
luminosa en exceso es potencialmente dafiina para la maquinaria fotosintética. Los
tejidos de los corales constructores de arrecifes son relativamente transparentes lo cual
facilita la transmision de la luz fotosintéticamente activa a la célula endosimbidtica
(Dunlap et al. 1988). La cantidad de luz recibida por el dinoflagelado simbionte es
modificada por el hospedero, atenuando o incrementando el esparcimiento por los
tejidos y esqueletos, en algunos casos, debido al empaquetamiento de los simbiontes, el
autosombreamiento modifica los campos luminicos que el alga percibe. Se ha
comprobado que la morfologia del hospedero puede modificar el micro-habitat de los
simbiontes en una escala de cm a mm (Kiihl ef al. 1995). Incluso el campo luminico
dentro de un solo pdlipo puede ser heterogéneo (Kiihl ef al. 1995, Ralph et al. 2002).

Trabajos realizados actualmente muestran que la amplificacion del PAR debido al



esqueleto del coral puede ser de 10 veces o mas, siendo menor para la RUV (R. Iglesias-

Prieto y S. Enriquez, Com. Pers.).

Esta energia luminosa es absorbida por la clorofila y los pigmentos accesorios que se
encuentran anclados a complejos pigmento-proteina conocidos también como antenas
fotosintéticas. Estas antenas fotosintéticas se ubican en la membrana del tilacoide y estin
asociadas a los llamados centros de reaccién o fotosistemas a los que transfieren la
energia absorbida. Es con esta energia que se lleva a cabo la separacion de carga en el
Fotosistema II (FSII) que inicia el transporte de electrones de la fotoquimica primaria.
En la reaccion fotoquimica primaria, un electrn es transferido desde el pigmento Pggo en
el primer estado excitado de singlete (P'ss0) a la feofitina. De alli el electrén es
transferido al aceptor primario Qa (tipo quinona). La separacion de carga crea un
oxidante altamente activo, P*gg. Este recibe un electrén desde el donador secundario Z,
que ha sido identificado como residuo tirosina de la proteina D1. El donador oxidado,
Z", es reducido por un electrén del sistema de oxidacién del agua. En una reaccién mas
lenta, que puede involucrar un adtomo de hierro, el electron es transmitido a la quinona
Qg. Después de recibir dos electrones, Qg liga dos protones del lado del lumen de la
membrana del tilacoide y se combina en el pool de plastoquinona

(PQ)/plastohidroquinona (PQH) (Fig. 1).

Fig. 1. Esquema de la cadena de transporte de carga del fotosistema II.



Generacion de las especies reactivas y fotoinhibicion
La absorcion de fotones lleva a la clorofila-a (Chl-a) a un estado excitado de singlete

('Chl-a") del cual puede retornar a su estado basal mediante la canalizacién de la energia
a las reacciones de fotoquimica primaria las cuéles representan una via muy importante
de desactivacion de la energia de excitacion. Esta energia también puede ser reemitida
en forma de fotones en lo que se conoce como fluorescencia de la cual se estima que
disipa la energia de aproximadamente un 0.6-3% de los fotones absorbidos. Cuando la
absorcion de fotones supera la capacidad del organismo para utilizarlos, se incrementa el
tiempo de permanencia de la clorofila en singlete lo que aumenta la probabilidad de la
formacién de la forma de triplete de la clorofila (Chl-a") del cual puede retornar a su
estado basal transfiriendo su energia al O, o bien mediante la emision de fotones
conocidos como fosforescencia. La transferencia de la energia al oxigeno genera su
forma singlete ('0;") la cual es una especie altamente reactiva capaz de oxidar lipidos,
proteinas y pigmentos de la membrana del tilacoide. Los lipidos tienen un papel
alrededor del FSII como cofactores de pigmentos asi como estabilizadores de
subunidades proteicas como la subunidad D1 del FSII, por lo que su daiio resulta en la
inactivacion de este centro de reaccion (Niyogi 1999, 2000). Se ha observado que la
proteina D1 tiene una alta tasa de recambio por lo que se considera como un sitio muy
susceptible al dafio (Greenberg e al. 1989). Esta inactivaciéon de los centros de reaccion

ha sido propuesta como un inecanismo de proteccion conocido como fotoinhibicion.

Cuando las condiciones luminicas exceden la capacidad de los organismos de utilizar
la energia, se acumula energia en exceso que genera dafio dentro del aparato
fotosintetico afectando su buen desempeiio. Existen mecanismos encargados de disipar
una parte importante de esta energia en exceso en forma de calor a los cuéles se les ha
denominado como mecanismos de desactivacion no-fotoquimica o NPQ (por sus siglas
en inglés: Non-Photochemical Quenching). Estos mecanismos involucran la
interconversion de pigmentos protectores denominados xantofilas, a los cuales se
propone la clorofila transfiere la energia de excitacion y estos la liberan en forma de
calor, con cambios conformacionales para que esto suceda y que promueven

propiedades protectoras. A estos mecanismos se les ha denominado como desactivadores



dependientes de la energia (qg), debido a que su activacion depende del incremento del
gradiente de pH entre el lumen y el estroma del tilacoide como resultado del transporte
de electrones, y es el que mas aporta al NPQ total del organismo. Existe también la
posibilidad de redistribuir la energia entre los fotosistemas I y II mediante la migracion
de las antenas de un centro de reaccidn a otro, en lo que se conoce como los estados de
transicion de las antenas fotosintéticas (qs). Finalmente el ultimo componente
corresponde a la desactivacion por fotoinhibicion (q) e involucra los mecanismos de

reparacion de los elementos dafiados del aparato fotosintético.

La fotoinhibicién de la fotosintesis se define como el efecto debilitante de altas
intesidades de luz visible sobre la capacidad fotosintética de los organismos. El término
se extiende para incluir los efectos de la luz ultravioleta en las reacciones del cloroplasto
(Jones y Kok 1966). La inhibicion puede ser el resultado ya sea de procesos que sirven
para desactivar la energia de excitacion de los centros de reacciéon II, desactivacion de
estos centros de reaccion o ambos. La disminucion de la fotosintesis a altas irradiancias
puede ser debido a un fotodafio en el aparato fotosintético y/o a una estrategia de
proteccion llamada fotoinhibicién. La recuperacion de la fotosintesis es mas rapida en la

fotoinhibicién que en el fotodaiio.

El dafio fotoinhibitorio a los centros de reaccion Il se presenta cuando la capacidad de
los mecanismos protectores es agotada. Por lo general, resulta de la degradacion de la
proteina D1 del centro de reaccion II, que usualmente es reparada en pocas horas
(Wammner et al. 1996). Cada especie reacciona de diferente manera a la fotoinhibicion, asi
como la capacidad para recuperar la fotosintesis. El ciclo de dafio y reparacion del FSII
implica el desacoplamiento del holocomplejo y la degradacion y sustitucion de la
proteina D1/32K (Aro et al. 1993, Melis 1999). El ciclo de reparacion y daiio del FSII es
esencial para la fotosintesis. Debido a todos los mecanismos implicados en dicho ciclo el

costo energético de su mantenimiento es alto.

Mediciones de la induccion de la fluorescencia de la clorofila in vivo han sido usadas
para estimar la cosecha cuantica potencial del FSII en organismos adaptados a la

oscuridad. La principal ventaja del anélisis de la actividad fotosintética por medio de la
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fluorescencia de la clorofila es la naturaleza no invasiva de la técnica y el desarrollo de
la fluorometria de pulsos de amplitud modulada (PAM, por sus siglas en ingles: pulse
amplitude modulated) ha permitido estudios de fluorescencia para medir la cosecha
efectiva del FSII bajo condiciones de ambiente luminico (Schreiber y Bilger 1993). La
técnica tiene las siguientes ventajas: es no-invasiva, las mediciones se realizan in situ y
es cuantitativa, ademas de que la eficiencia fotoquimica del fotosistema II (FSII)

(Fv/Fm) puede ser un indicador de la condicion fotosintética de los organismos.

Hace aproximadamente 10 afios se desarrollé un PAM sumergible que permitid
realizar investigaciones directamente bajo el agua, éste, conocido como Diving PAM
(Walz, Alemania), trabaja considerando que la cosecha cuantica total de la conversion

fotoquimica de la energia puede ser dada por

Cosecha cuantica = @Em-F) = ar 1
Fm' Fm'

Esta expresion fue introducida por Genty et al. (1989). La fluorometria de pulsos
modulados permite la cuantificacién de la activacion fotoquimica (qp) y no-fotoquimica
(NPQ), admitiendo de ese modo la delineacion de procesos de fotoproteccion versus
fotodafio durante estrés inducido de forma ambiental o experimentalmente (Krause y
Weis 1991, Schreiber y Bilger 1993). Debido a que los corales tipicamente contienen
altas densidades de dinoflagelados simbiontes que viven dentro de las delgadas capas del

tejido animal, la fluorometria de pulsos de amplitud modulada es valiosa para el analisis

del estado fisiologico del simbionte mientras permanece in hospite (Warner et al. 1996).

En corales, el primer trabajo en el que se mide la tasa de transporte de electrones
(ETR) y la cosecha cuantica utilizando el Diving-PAM y bajo condiciones naturales fue
realizado por Beer et al. (1998). Ralph et al. (1999) fueron los primeros en publicar los
cambios diurnos en Fv/Fm asi como en la ETR en Acropora aspera, Goniastrea sp. y
Porites sp. Ellos informaron que las tres especies de coral presentaban una depresion
aparente al mediodia, de la cual se recuperaban durante la tarde, cuando la irradiancia
disminuia. Ellos propusieron que la disminucion se debia a la activacion de mecanismos

de fotoproteccion. Posteriores investigaciones mostraron que la cosecha cuantica de los
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dinoflagelados simbioticos dentro de los corales disminuia después del amanecer hasta
alcanzar un minimo entre el mediodia y las primeras horas de la tarde, recuperandose a
los primeros niveles del amanecer durante la tarde. Este patron ha sido informado para
diferentes especies tanto de corales (Brown ef al. 1999b, 2000, Hoegh-Guldberg y Jones
1999, Gorbunov et al. 2001, Jones y Hoegh-Guldberg 2001, Lesser y Gorbunov 2001,
Winters et al. 2003) como de hidrocorales (Banaszak et al. 2003). Al anochecer Jones y
Hoegh-Guldberg (2001) muestran una disminucidn en la cosecha cuantica que atribuyen
a la posible existencia de una cadena de transporte de electrones dependiente de oxigeno
dentro del cloroplasto llamada clororespiracion. Este fendmeno no fue observado por
Gorbunov et al. (2001) en sus mediciones con un fluorémetro de alta repeticion (FRRF,
por sus siglas en ingles: Fast Repetition Rate Fluorometer). Sin embargo, existe
evidencia de que el evento de la disminucion de la cosecha cuéntica durante la noche se
origina en la clororespiracion en los dinoflagelados simbiontes de coral (Hoegh-

Guldberg y Jones 1999, R. Iglesias-Prieto y X. Hernandez-Pech Com. Pers.).

El primer trabajo donde se evaluo el efecto diferencial de la UV sobre la eficiencia
fotoquimica de los dinoflagelados simbiontes in hospite fue realizado por Fitt y Warner
(1995). Estos autores expusieron a Montastraea annularis a diferentes condiciones
espectrales y a una temperatura de 32°C y encontraron que los niveles naturales de UV-
B tenian muy poco efecto. Mientras que la exposicion a UV-A y luz azul ocasionaron

que la eficiencia fotoquimica disminuyera mas rapido que la exposicion a PAR.

Fotoproteccion de la UV
La radiacion ultravioleta puede ocasionar en los organismos efectos deletéreos que se

manifiestan genéticamente y fisiologicamente, sin embargo, los organismos marinos no
estan indefensos. Muchos organismos poseen una variada capacidad para reparar y
mitigar el dafio inducido por la RUV. Se han identificado varios mecanismos que
protegen a los organismos contra el dafio de la RUV: bloqueadores o pantallas (tanto
fisicos como bioquimicos), desactivacion y reparacion (Roy 2000, Banaszak y Neale
2001, Banaszak 2003). La efectividad de los mecanismos que protegen a los organismos

de la RUV determina sustancialmente su sensibilidad a la exposiciéon a la radiacion
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ultravioleta. Pero la mejoria del dafio inducido por la UV mediante mecanismos
protectores significa que la sensibilidad de una especie particular no refleja simplemente
la dosis de RUV, sino también depende de la tasa de dosis y su ambiente luminoso
pasado. La sensibilidad a la RUV puede ser descrita por una funcién biolégica
ponderada (BWF, por sus siglas en ingles: Biological Weighting Function), en la que se

pondera el efecto que tiene cada longitud de onda en los procesos bioldgicos.

Los organismos fotosintéticos necesitan absorber PAR y por ello también estin
expuestos a RUV debido a esto los mecanismos fotoprotectores deben ser de longitudes
de onda especificas para proteger contra la RUV mientras permite la transmision de
PAR (Banaszak 2003). Una de las soluciones evolucionarias es la adaptacion
bioquimica, una respuesta de proteccion es la adquisicion de compuestos que absorben
RUV: flavonoides en angiospermas y micosporinas parecidas a aminoacidos (MAAs,
por sus siglas en ingles: Mycosporine-like Amino Acids:) en organismos acuéticos como
bacterias y algas marinas. La familia quimica de las micosporinas que son metabolitos
que absorben RUV asociados con la esporulacién inducida por la luz en hongos

terrestres, es en donde se clasifican las MAAs (Favre-Bonvin et al. 1987).

Micosporinas parecidas a aminoacidos (MAAs)
Las MAAs de organismos marinos, son iminas derivadas de micosporinas (enamino-

iminas) que contienen sistemas de anillos amino-ciclohexanimina, con absorcion
maxima en el UV entre los 309 y 360 nm (Bandaranayake 1998, Banaszak 2003) y son
transparentes en la region de la luz visible (PAR). En combinacion, estos compuestos
proveen una banda filtro que intercepta la RUV ambiental potencialmente daiiina sin
disminuir la fotosintesis algal. La glicina es el aminodcido mds comin en las MAAs
(Bandaranayake 1998). La substitucion con diferentes grupos funcionales en el C-3 de la
micosporina-glicina determina la absorcion méxima especifica de cada MAA (Bentley
1990). Las MAAs son sustancias hidrofilicas, 6pticamente activas y altamente inestables
que una vez extraidas del citoplasma, experimentan deshidratacion y aromatizacion, asi

como hidrolisis (Dunlap y Chalker 1986, Dunlap et al. 1986, Bandaranayake 1998).
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Se han identificado 19 MAAs en organismos que van desde fitoplancton hasta
vertebrados (Dunlap y Shick 1998, Banaszak y Trench 2001), 13 de los cuales se han
encontrado en corales (Shick y Dunlap 2002). En corales el descubrimiento de las

MAAs fue hecho por Shibata (1969) quien las denominé “S-320".

Ademas de su papel de filtro o fotoprotector contra RUV (Dunlap y Chalker 1986,
Dunlap et al. 1986, Banaszak y Trench 1995b, Kuffner et al. 1995, Shick et al. 1995,
Jokiel et al. 1997, Banaszak et al. 1998, Bandaranayake 1998, Dunlap y Shick 1998,
Neale ef al. 1998, Shick et al. 1999) se ha detectado en algunos MAAs una funcién de
defensa activa contra los efectos foto-oxidativos de la radiacidon solar en organismos
marinos (Dunlap y Yamamoto 1995, Dunlap et al. 1999, Conde et al. 2000, Suh et al.
2003, Shick 2004). Sin embargo, se considera que la presencia de MAAs no siempre es

suficiente para la proteccién completa contra RUV.

Ademas de la RUV, la presencia de MAAs puede ser modificada por otros factores
como son el flujo de agua (Jokiel et al. 1997, Kuffner 2001b), alto PAR (Scelfo 1985,
Neale et al. 1998), y temperatura (Lesser et al. 1990). Asimismo se han observado
variaciones estacionales de las MAAs tanto en los corales como en su mucus (Kinzie
1993, Drollet et al. 1997, Michalek-Wagner 2001) y ligada al sexo (Michalek-Wagner
2001). En otros corales escleractinios se han reportado fluctuaciones diarias de las
MAAs correlacionadas con el ciclo diurno de la radiacién solar tanto en invierno como

en verano (Yakovleva e Hidaka 2004).

Origen de las MAAs

La biogénesis de micosporinas y MAAs no esta probada, pero la unidad basica, una B-
dicetona se origina de los primeros pasos de la Via Acida Shikimato, un proceso de
biosintesis presente solo en algas, hongos y bacterias y ausente en metazoos (Bentley
1990, Bandaranayake 1998). Shick et al. (1999) y Shick (2004) comprobaron que el
glifosato, un inhibidor de la via shikimato, ocasionaba la reduccion o detenia por
completo la acumulacion de MAAs. Debido a que no se conoce una via biosintética

similar en animales (Bentley 1990), las MAAs son obtenidas de otras fuentes como es la
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dieta (Banaszak y Trench 1995b, Carroll y Shick 1996, Mason et al. 1998, Carefoot et
al. 2000, Newman et al. 2000).

En organismos simbiontes se sugirié que las algas simbiontes sintetizaban MAAs y
proveian a sus hospederos (Dunlap y Chalker 1986). Se ha observado que los
dinoflagelados simbiontes pueden o no sintetizar MAAs en respuesta a la RUV
dependiendo de la especie. Banaszak y Trench (1995b) encontraron que en Cassiopeia
xamachana el simbionte sintetiza y transfiere MAAs al tejido del animal. La escifistoma
aposimbidtica es incapaz de sintetizar MAAs en respuesta a la exposicion a RUV, y su
simbionte Symbiodinium microadriaticum sintetiza y libera MAAs en cultivo. Sin
embargo, no ocurre lo mismo con Anthopleura elegantissima en la que el simbionte S.
californium tanto recién aislado como en cultivo y en el medio de cultivo no encontraron
MAAs. Lo que sugiere que la anémona, probablemente los obtiene de una fuente

exogena, tal vez su dieta (Banaszak y Trench 1995b).

Existe una variacion en la sintesis y presencia de MAAs en el tejido del hospedero y
en el simbionte. Banaszak y Trench (1995b) encontraron seis MAAs en tejidos de 4.
elegantissima, pero su alga simbionte en cultivo no producia ninguna, mientras que en
C. xamachana y su simbionte S. microadriaticum en cultivo se encontraron los mismos
tres tipos de MAAs. Shick et al. (1999) y Shick (2004) en especimenes del coral
Stylophora pistillata sin alimentar y expuestos a diferentes condiciones espectrales
detectaron la acumulacion de 10 MAAs. Sin embargo, Banaszak e al. (2000) al analizar
las MAAs producidas en cultivos por los simbiontes de S. pistillata encontraron solo una
(shinorina), mientras que Shick (2004) reporta cuatro MAAs. Es probable que al
encontrarse dentro de su hospedero el simbionte pueda producir las otras MAAs o bien

producir precursores que puedan ser transferidos al hospedero y ahi sean transformados.

Diversidad filotipica de los simbiontes
Otro componente que debe ser tomado en consideracion al analizar las diferentes

respuestas de los dinoflagelados simbiontes a factores como irradiancia, temperatura y
presencia o no de MAAs es la diversidad de los dinoflagelados simbiontes. Schoenberg

y Trench (1980) hicieron el primer cambio al concepto de una sola especie pandémica,
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al cultivar los dinoflagelados simbiontes satisfaciendo los postulados de Koch (Trench
1997). En términos generales la aplicacion de métodos moleculares para la resolucion de
diferencias especificas en dinoflagelados simbiontes ha confirmado las conclusiones

obtenidas a través del uso de métodos clasicos (Trench 1997).

El analisis de ADN de los genes que codifican a la subunidad pequeiia del ARN
ribosomal, indica que el grado de divergencia dentro del género Symbiodinium es similar
al encontrado en dinoflagelados de vida libre pertenecientes a diferentes ordenes (Rowan
y Powers 1991, LaJeunesse et al. 2003). Actualmente se ha propuesta la existencia de
diferentes clades dentro de este género. A la clade también se le denomina filotipo o tipo
filogenético. La clade es un taxa definido en base al andlisis de polimorfismos de
longitud en fragmentos de restriccion (RFLP) de la subunidad pequefia ribosomal
(ssRNA) (Rowan y Powers 1991). A las clades en Symbiodinium se les denomina A, B,
C, D, etc. e incluso existen subdivisiones de las mismas por medio del analisis de las

regiones ITS (LaJeunesse 2001).

Relacion entre el filotipo del simbionte y MAAs
Banaszak et al. (2000) probaron que existe una relacion entre los filotipos determinados

tanto por RFLP como por el analisis de secuencias parciales del gen de la subunidad
pequeiia ribosomal y la sintesis de MA As por dinoflagelados simbiontes en cultivo bajo
condiciones de RUV (UV-B/A) y PAR. De las 24 especies de Symbiodinium que
analizaron, encontraron que las trece especies de Symbiodinium pertenecientes al filotipo
A, sintetizaban de uno a tres MAAs, mientras que ninguna de las 11 especies de
Symbiodinium de los filotipos B y C los sintetizaban. Sin embargo, hasta el momento se
desconoce si los mismos patrones de sintesis de MAAs que presentan los dinoflagelados

simbiontes en cultivo los muestran dentro del hospedero en el ambiente natural.

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de diferentes condiciones
espectrales (RUV (UV-B/A) y PAR) en la eficiencia fotoquimica o de separacion de
carga del FSII de Diploria strigosa y Porites astreoides ademas en este trabajo se
propone la hipétesis de que dentro del tejido coralino existe una relacion entre los

filotipos de dinoflagelados simbiontes y la presencia de micosporinas parecidas a los
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aminoacidos (MAAs) bajo la influencia de RUV (UV-B/A) y PAR. Para ello se
utilizaron corales que presentan diferentes clades (A y B o C) de dinoflagelados de
manera que se pueda establecer una relacion entre el espectro de absorcion de MAAs en
el coral y la presencia de determinado filotipo, con el fin de determinar como
influenciaban las diferentes condiciones espectrales se analizO6 como variaba la

absorcion de las MAAs en los corales y sus simbiontes aislados en tres tiempos.

Los organismos que se utilizaron para este estudio son Porites astreoides (clade A,
LaJeunesse 2002) y Diploria strigosa (clade B o C, Baker y Rowan 1997, LaJeunesse
2002). Para seleccionar estas especies de corales se hicieron las siguientes
consideraciones: a) las colonias se encuentran casi a la misma profundidad, por lo que la
irradiancia que reciben es similar, b) es factible encontrar colonias de superficie casi
plana, lo que permite asegurar que este sometida a la misma irradiancia y disminuye la
probabilidad de variacion intracolonial en el contenido de MAAs (A. T. Banaszak com.
Pers., Muszynski et al. 1998) c) se conoce que clade de simbionte puede tener, d) la
mayoria de los organismos que se sabe pertenecen a los filotipos b o ¢, no son corales y
¢) se pueden obtener facilmente debido a que habitan en la laguna arrecifal de Puerto
Morelos y se les puede encontrar en las inmediaciones de la Unidad Académica Puerto

Morelos.

Objetivo general
Investigar el efecto de la radiacion ultravioleta (UV-A y UV-B) en la eficiencia

fotoquimica y la presencia de MAAs en dos corales con simbionte de clade diferente.

Objetivos particulares
e Comparar los cambios a largo plazo de la eficiencia fotoquimica de los

simbiontes de Porites astreoides (filotipo A) y Diploria strigosa (filotipo B 6 C)
bajo diferentes condiciones espectrales en luz natural (PAR, PAR+UV-A,
PAR+UVA+UV-B).
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Comparar los cambios en la concentracion de clorofila, densidad de simbiontes e
indice mitdtico para cada condicion espectral en el tiempo.

Verificar la presencia de MAAs en dinoflagelados de diferente filotipo y
determinar si hay cambios en los espectros de absorcion de las MAAs del

simbionte y del tejido coralino bajo diferentes condiciones espectrales en el tiempo
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METODOLOGIA

Obtencion de colonias de corales
Para el desarrollo de este estudio 4 colonias de Diploria strigosa y 4 de Porites

astreoides fueron colectadas con cincel y martillo a 5 m de profundidad en la zona de la
bocana de la laguna arrecifal de Puerto Morelos, Quintana Roo, México. Los
especimenes, de superficie plana, fueron seleccionados de la misma zona para asegurar
que hubieran estado expuestos a una irradiancia similar. Las colonias se mantuvieron eri
un tanque de 0.6 x 2.0 x 0.7 m con flujo de agua permanente y cubierto con una malla de
densidad neutra que corté el 86.6% de luz durante doce dias para su aclimatacion. Las
colonias fueron cortadas en fragmentos de 15 cm? en promedio, al octavo y noveno dia,
obteniendo un total de 48 porciones. Los fragmentos de coral se colocaron sobre placas
de acrilico de 5 x 5 cm, fijandolos con plastilina negra para que conservaran la misma
posicién durante el experimento y asegurar que la incidencia luminosa fuera uniforme.
Los efectos del manejo y manipulacién de los fragmentos de coral fueron mitigados

manteniéndolos tres dias en recuperacion bajo las condiciones antes sefialadas.

Exposicion de fragmentos de coral
Los fragmentos de coral con sus placas de acrilico se colocaron bajo tres diferentes

tratamientos espectrales. Dos fragmentos de cada especie de coral fueron distribuidos
aleatoriamente en 9 acuarios, 3 para cada tratamiento. Los acuarios de 30 x 30 x 10 cm
fueron fabricados con acrilico Plexiglas® opaco a la RUV de 6 mm de grosor. Los
acuarios tuvieron flujo permanente con un recambio constante del agua de mar. Las
condiciones espectrales en los acuarios fueron producidas con las cubiertas (tapas) que

actuaban como filtros.

Los tratamientos espectrales a los que se expusieron los corales fueron: 1) PAR
evitando el paso de longitudes de onda menores a 400 nm con una hoja de acrilico
Plexiglas® opaco al UV; 2) PAR+UVA permitiendo el paso de todas las longitudes de
onda con una hoja de acrilico transparente a la RUV y una hoja de poliéster Mylar® para

cortar las longitudes de onda menores a 320 nm. Puesto que el Mylar® es
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fotodegradable, se realizaron espectros de transmitancia cada tercer dia y de ser
necesario el Mylar® fue reemplazado y 3) PAR+UVA+UVB, permitiendo el paso de

todas las longitudes de onda con una hoja de acrilico Plexiglas® de 6 mm de grosor.

Se colocaron tres acuarios cada uno con diferente condicion espectral dentro de 3
estanques fabricados con fibra de vidrio de 0.7 x 2.0 x 0.6 m, situados en el area de
estanqueria abierta de la Unidad Académica Puerto Morelos. Los acuarios fueron
acomodados evitando el efecto de borde. Para minimizar el efecto de auto-sombreo los
estanques fueron instalados con su eje mas largo orientado en direccion este-oeste. Con
el fin de evitar cambios en la composicion espectral de la luz los estanques fueron
pintados de color negro mate. Los estanques tuvieron circulacién permanente de agua de
mar proveniente de la laguna arrecifal y filtrada a través de un cartucho con fibras de
polietileno (delcron). Los filtros fueron reemplazados cada tercer dia. Cada unidad

muestral estuvo constituida por un estanque con un total de 12 fragmentos de coral.

Para asegurar que la irradiancia recibida por los corales fuera similar a la de su
entorno natural se redujo la luz uniformemente cubriendo los estanques con una malla de
densidad neutra que aunada al efecto del agua y de los filtros permitié una transmitancia

de 11.05 a 14.31% de la irradiancia ambiental. El periodo de exposicidn fue de 30 dias.

Irradiancia
Durante el experimento se registré la irradiancia en superficie en W m™ cada hora, con

un sensor tipo pirandmetro, corregido por coseno LI-200 SZ (Li-Cor, Lincoln,
Nebraska) con respuesta espectral en el intervalo de 400 a 1100 nm, situado en la
estacion meteoroldgica de la Unidad Académica Puerto Morelos. Con el objetivo de
comparar los datos obtenidos con los publicados en la literatura se transformaron de
unidades energéticas (W m™) a unidades cuanticas (umol cuanta m? s™). El factor de
conversion se obtuvo realizando mediciones simultineas con el piranémetro y con un
sensor cudntico corregido por coseno LI-210SA (Li-Cor, Lincoln, Nebraska) con
respuesta espectral de 400 a 700 nm (en unidades pmol cuanta m? s™) y acoplado a un
registrador LI-1400 (Li-Cor, Lincoln, Nebraska). Con los datos obtenidos se llevo a cabo

un andlisis de regresiéon lineal. Los valores de irradiancia registrados durante el
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experimento se transformaron con el factor antes mencionado y se afadio el porcentaje
de transmitancia de la malla de densidad neutra, el filtro y la atenuacion por el agua. De
esta forma se calculd la irradiancia en pmol cuanta m? s™ que llego a los corales dentro

del acuario en cada tratamiento durante el experimento.

Monitoreo de la eficiencia fotoquimica
Antes y durante el experimento se tomaron mediciones de fluorescencia usando un

fluorémetro sumergible Diving-PAM (Walz, Alemania).

Los parametros registrados en el Diving-PAM fueron la fluorescencia basal (Fo), la
fluorescencia maxima (Fm) y la cosecha cuantica maxima del fotosistema II, todos en
oscuridad y la fluorescencia basal (F o Ft), la fluorescencia méxima (Fm’) y la cosecha

cudntica efectiva del fotosistema II, todos en presencia de luz actinica.

A partir de estos datos se calcul6 la presién sobre el fotosistema II (Q) (Iglesias-
Prieto et al. 2004). La presion sobre el fotosistema II es un descriptor del grado de
reduccion de la fraccion de FSII activos; sus valores van de 0 (maxima eficiencia de los

FSII) a 1 (el 100% de los FSII estan cerrados) y esta dado por la ecuacion
0=1-[(AF + Fm')=(Fv+Fm)]  (lglesias-Prieto, ez al. 2004) )

Los parametros bajo los cuales se operd el Diving PAM durante el experimento
fueron los siguientes: Intensidad de luz de medicién (measuring intensity) MI = §;
intensidad del pulso de saturacion (saturation pulse intensity) SI = 11; ancho del pulso
de saturacién (saturation pulse width) SW = 0.8; ganancia (gain setting) G = 2;

amortiguacion (damping) D = 1.

La condicién de las algas simbiontes fue monitoreada 5 veces al dia durante el
experimento (a las 06:00, 10:00, 14:00, 18:00 y 22:00 hrs). Se evit6 hacer sombra antes
de las mediciones. La fibra optica del Diving PAM era colocada dentro de un sujetador
(holder) que mantenia a la fibra en 4ngulo recto en relacion a la superficie del coral y a 3
mm de distancia de la misma. El sujetador se posicionaba en el mismo sitio sobre el
coral utilizando marcas en la placa de acrilico, asegurando que las mediciones fueran

realizadas en el mismo lugar del coral.
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Monitoreo de densidad algal, clorofilas y MAAs
Se tomaron muestras de los fragmentos de coral al inicio, 15 y 30 dias (TO, T1 y T2)

para evaluar la densidad algal, el indice mitético, la concentracién de clorofilas a y ¢2,
asi como el contenido de proteinas disueltas en Metanol y MAAs. Las muestras se
enjuagaron abundantemente con agua de mar filtrada y agua desionizada con el fin de
evitar contaminacion por los microorganismos que viven en el mucus (epibiontes) y se

procedio a congelarlas a -70 °C hasta su procesamiento.

Separacion de tejido de coral y algas simbiontes
El tejido del coral fue separado del esqueleto con buffer TE (10mM Tris, pH 8.6, ImM

Na;EDTA) a presion usando un airbrush (Paasche Millenium, EUA). La suspension
resultante fue homogenizada con una licuadora de mano (handblender) (Braun, México).
Se tomo6 una alicuota de 1 ml para conteo de algas simbiontes y el resto se centrifugo 5
min a 1050 x g en una centrifuga clinica Centra CL2 (IEC, EUA). Se decant6 el
sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en buffer TE + Triton X-100 al 0.01%. La
pastilla se homogeniz6 en un vortex y se volvid a centrifugar. La pastilla se lavo por
resuspension con buffer TE y centrifugacion utilizando el procedimiento anterior tres
veces pero usando un Tissue Tearor (Biospec Products, Inc., EUA) para homogenizar la
muestra con el fin de remover las membranas contaminantes del hospedero. La ausencia
de peridinina en la suspension indicé que no habia lisis de algas simbiontes, lo que se
confirmaba examinando en Microscopio 1000x. La pastilla 6 pellet algal de cada
muestra fue dividido en 4 alicuotas iguales: una destinada para el andlisis de MAAs, otra
para la cuantificacion de clorofilas y dos de respaldo. Cada alicuota fue conservada de
acuerdo con su proposito: las alicuotas para conteo fueron preservadas con una gota de
soluciéon de Lugol. Para MAAs/proteinas y clorofilas se congelaron a —70 °C hasta su

procesamiento.

El drea de cada muestra fue medida cubriendo el esqueleto con una pelicula de
polietileno y remarcando el contorno del tejido del coral en ella. Los contornos fueron

escaneados y procesados con el programa ScanPro4 para calcular el area. Cada contorno
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fue medido tres veces. El area de cada coral se us6 para normalizar la densidad algal, la

concentracion de pigmentos fotosintéticos y la absorbancia.

Eficiencias de extraccion de las MAAs
Para determinar las eficiencias de extraccion de las MAAs, se hicieron pruebas con dos

colonias de coral, una de Porites astreoides y otra de Diploria strigosa colectadas a 50
cm de profundidad. Los corales se cortaron en 6 fragmentos cada una, tres fragmentos se
congelaron a —70 °C y tres se procesaron en fresco. Se separo el tejido del esqueleto con
un aparato Waterpik (EUA) que expulsa liquido a presiéon probando tres soluciones

amortiguadoras diferentes (agua de mar filtrada, agua desionizada y buffer TE).

La suspension resultante se traté con un homogeneizador Tissue Tearor (Biospec
Products, Inc., EUA) para disgregar el tejido del hospedero y dejar libres los simbiontes.
Las suspensiones se centrifugaron en una centrifuga clinica Centra CL2, (IEC, EUA) a
2000 x g durante 5 min. Se separd la pastilla (simbionte) del sobrenadante (tejido del
hospedero), este se congeldé a —70 °C. La pastilla se resuspendié en el mismo buffer
utilizado para separarlo del esqueleto y Triton X-100 al 0.01% (w/v) se agito y
centrifugé 2.5 min a 1050 x g. Se repitidé el procedimiento sin el detergente para
enjuagar otras dos veces y se congeld a —70 °C hasta su liofilizacion. La ausencia de
peridinina en la suspension del primer sobrenadante indicé que no habia lisis de algas
simbiontes. Se confirmé la ausencia de restos del tejido hospedero examinando en
Microscopio a 1000x. El sobrenadante congelado fue liofilizado y se utilizé para las

pruebas de eficiencia de extraccion.

El tejido de coral se liofilizé en una liofilizadora (Labconco, EUA). Para preparar los
extractos, a 0.1 g de las muestras separadas con agua de mar y a 0.01 g de las separadas
con buffer TE y agua desionizada se les agregd 1.5 ml del solvente a probar (Metanol
100%, Metanol:agua 80:20 6 Metanol:Tetrahidrofurano 80:20). Las muestras se agitaron
en un vortex y se incubaron en oscuridad para la extraccion durante 1 hr a 25 °C, S hrs a

4 °C, y 24 hrs a —20 °C. Para cada combinacion se hicieron dos replicas.
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Al término de la extraccion, se agitaron y centrifugaron 5 min a 2000 x g. La pastilla
fue sometida al mismo procedimiento dos veces mas y en cada una se apartd el

sobrenadante manteniéndolo en refrigeracion.

Para la deteccién de las MAAs se realizaron los espectros de absorcién de los
extractos en el intervalo de longitudes de onda de 280 a 400 nm con un
Espectrofotometro UV-Vis DW-2C SLM-Aminco de doble haz (Aminco, EUA)
controlado por un sistema colector de datos OLIS (Olis, EUA). Utilizando una cubeta de
cuarzo de 1 ml de volumen y un paso 6ptico de 1 cm, usando un colimador y con los

siguientes parametros: abertura (slit) 10 nm y filtro UV.

Para calcular las eficiencias de extraccion se utilizaron los algoritmos publicados por
de Chalker y Dunlap (1981). Para cada extraccion la absorbancia (A) a cualquier
longitud de onda esta dada por:

A=e(aN+b) (3)
Donde

N = niimero de extracciones, @ y b son constantes que se determinan de la relacion
logaritmica,

InA=aN+b, 4

Donde a es la pendiente de la linea (con valor negativo), y b es el valor de la ordenada al

origen (interseccion de y).

La eficiencia de extraccion expresada como el coeficiente de absorcion (E) para un
par especifico de pigmento-solvente es, por tanto, definido como la fraccion del
pigmento que es removida durante cada extraccion bajo un conjunto dado de

condiciones experimentales. De tal manera que
Ei=1-¢* (5)

Para realizar los célculos para cada muestra, se selecciond en el espectro de absorcion
la longitud de onda donde se producia el pico de absorbancia y se sustituyé el valor de

esta absorbancia en la ecuacion 5.
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El valor del coeficiente de extraccion para cada combinacion se obtuvo del promedio

de las dos replicas.

Analisis de los espectros de absorcion
Las algas simbiontes congeladas y fragmentos de coral fueron extraidos durante 24 hrs

con 1 ml de Metanol:agua (80:20, v:v) a temperatura ambiente. Después de centrifugar 5
min a 1396 x g en una microcentrifuga Costar I0MVSS, (Coming Costar Co., EUA), se
detectd la presencia de MAAs en el sobrenadante realizando un espectro de absorcion en
el intervalo de 250 a 400 nm, con el mismo espectrofotémetro. Los espectros fueron
normalizados considerando: la dilucién que se utilizo, el area de tejido que se extrajo y

restando la absorcion minima a todo el espectro.

Clorofilas
El analisis de clorofilas a y c2 se realiz6 de acuerdo con la técnica de Jeffrey y

Humphrey (1975), modificado por Iglesias Prieto et al. (1992) utilizando una mezcla de
Acetona : Dimetilsulféoxido (95:5, v:v). Los extractos de clorofila se analizaron en el
Espectrofotometro Eliptica registrando los picos de absorbancia en las longitudes de
onda de 630 y 663 nm, utilizando una cubeta de vidrio de 3 ml, con un paso 6ptico de 1
cm, y como blanco se uso acetona. Las concentraciones de pigmentos fotosintéticos se

obtuvieron utilizando las formulas definidas por Jeffrey y Humphrey (1975):

Chl a = (11.43 * Abses:)-(0.64 * Absgo) (6)
Chl ¢2 = (27.09 * Absg0)-(3.63 * Absess) 7)

Para obtener la densidad de las clorofilas se normalizé con el 4rea de superficie de coral
(ng clorofila cm™). Para calcular la concentracion celular de clorofilas la densidad de

clorofilas se dividio entre la densidad de simbiontes.

Densidad algal
Las muestras conservadas con solucidon de Lugol fueron homogenizadas con el Tissue

Tearor durante 10 seg. Posteriormente las muestras se agitaron con vortex durante 3

minutos y se tomaron de tres a cinco alicuotas para llevar a cabo el conteo de las algas
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simbiontes usando un hemocitémetro tipo Neubauer a 400x de aumento. Antes de tomar
la alicuota con una pipeta pasteur, la muestra era burbujeada con aire tres veces con el
fin de evitar la sedimentacion de las algas simbiontes. Se calculé el niimero de
organismos por cm? de superficie de coral. Se midi6 el didmetro de 10 algas en cada
conteo y se contabilizé el nimero de células que estaban dividiéndose para calcular el
indice mitético (MI = numero de células en division / nimero de células contadas,

expresado en %).

Analisis de datos
En los analisis estadisticos los datos obtenidos de las dos especies fueron comparados

con el fin de determinar si habia diferencias significativas aplicando pruebas de analisis
de varianza, y para ver donde eran las diferencias, se utilizaron pruebas ¢. En el caso de
que los datos no cumplieran los requisitos para la aplicacion de pruebas paramétricas, se
utilizaron pruebas no paramétricas. Se buscaron diferencias entre especies y dentro de
cada especie, asi como las diferencias entre los tratamientos. Se consider6 una a=0.05

para todos los anélisis.
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RESULTADOS

Las colonias planas fueron colectadas en la misma area, cercanas entre si, con el fin de
asegurar la misma incidencia de luz. Se mantuvieron en aclimatacién durante 12 dias. Se
obtuvieron 5 colonias de D. strigosa de las cuales 4 se mantuvieron en buena condicién
(Fv/Fm=0.672+0.002). De igual manera se obtuvieron 5 colonias de Porites astreoides
todas con buena condicion (Fv/Fm=0.685+0.003). Algunos fragmentos de ambas
especies mostraron valores bajos (Fv/Fm de 0.483 hasta 0.531) por lo que no se usaron

para el experimento.

Durante el experimento de exposicion por 30 dias la temperatura registrada en la
estacion meteorologica de la UAPM-ICMyL en promedio fue 27 °C con un maximo de
29 °C (dia 6) y un minimo de 24 °C (dias 3 y 6). Mediciones anteriores mostraron que el
cambio en la temperatura del acuario con respecto al tanque podia ser hasta de +1 °C. El
flujo se mantuvo constante, excepto durante dos horas el dia 2 por la mafiana, cuando
fue necesario limpiar la bomba. A lo largo del experimento ningun fragmento de las
especies mostro sefiales de deterioro del tejido, ni blanqueamiento. Por el contrario, por

la noche los pdlipos de las colonias mostraban actividad tentacular.

A los 15 dias por la noche se cortaron los fragmentos de corales para obtener
muestras para andlisis de clorofila y MAAs. La misma noche se hizo limpieza de los
acuarios debido al crecimiento de algas sobre el acrilico. Aunque el crecimiento de las
algas fue de baja intensidad, se realizo la limpieza para evitar problemas con el flujo de

agua y con el sobrecrecimiento en los fragmentos.

Irradiancia
Durante el experimento de exposicion de fragmentos de coral el valor mas alto de

irradiancia registrado en la superficie fue 2078.96 pmol cuanta m™? s™ el dia 21 y la
menor irradiancia maxima fue 220.52 pmol cuanta m? s™ el dia 11 (Fig. 2, Tabla 1). La
mayor irradiancia total diaria (irradiancia integrada) se registré el dia 3 y fue 53.47 mol
cuanta m? d' mientras que la menor fue 5.24 mol cuanta m? d el dia 11, esto es 10
veces el valor de menor irradiancia total diaria (Tablas la y b). Con base en las

mediciones de irradiancia se pueden identificar tres periodos con dos tipos de
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Fig. 2. Irradiancia diaria registrada durante el experimento. Se presenta el registro de cada hora (umol
cuanta m” s, linea continua) y la irradiancia total diaria (mol cuanta m d7, linea punteada). Los
registros se hicieron cada hora (en W m-2) con un sensor tipo piranémetro LI-200 SZ colocado arriba
de la caseta del muelle de la UNAM y fueron transformados a unidades cuénticas.
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Tabla 1. Irradiancia registrada durante el experimento. Irradiancia solar se refiere a la registrada en la
superficie con el piranémetro y transformada a unidades cuanticas. a) irradiancia maxima diaria, b)
irradiancia total diaria y c¢) Dosis. Se presentan para los distintos tratamientos los datos ajustados
considerando la transmitancia de la cubierta del acuario, la atenuacién por el filtro neutro y el agua en el
acuario se presentan bajo los encabezados de PAR, UVA y UVB. La dosis fue calculada a partir de los datos

de irradiancia.




condiciones luminicas dependientes de la irradiancia maxima registrada y la dosis. Para
efectos practicos hubo dos periodos de irradiancias mayores se les denomind de
“soleado” con irradiancia promedio diaria de 50.93 mol cuanta m? d* y 49.46 mol
cuanta m?d” y exposicion promedio de 24.96 MJ m™y 24.25 MJ m™, mientras que para
el periodo con nubosidad, donde la dosis es cambiante y menor que los anteriores, se le
denomind “variable” la irradiancia maxima registrada en el dia vario de 220.52 hasta
2042.86 pmol cuanta m? s™, la irradiancia diaria promedio fue 29.11 y la exposicion
promedio de 14.27 MJ m™. En la figura 2 se aprecian que los primeros seis dias (primer
periodo soleado) presentaron alta irradiancia y exposicion similar (Tabla 1); el segundo
periodo fue de irradiancia y exposicion variable, abarcando de los dias 7 al 19,
encontrandose el valor mas bajo de irradiancia maxima e irradiancia total diaria el dia
11, con 27.57 pmol cuanta m? s y 0.723 mol cuanta m? d™ respectivamente. Por ultimo
se presentd un periodo de 10 dias (del 20 al 30) con valores altos de irradiancia maxima

e irradiancia total diaria.

Al calcular la irradiancia y la exposicion dentro de los acuarios se considerd la
atenuacion por el filtro neutro, el agua en acuario y la transmitancia de la cubierta del
acuario. Tanto la irradiancia como la exposicion dentro de los acuarios vario para cada
tratamiento debido a que los filtros cortaban una parte del PAR (Tablas la, b y ¢). Los
factores de ajuste fueron PAR=0.1431, UVA=0.1389 y UVB=0.1105.

La dosis total fuera de los acuarios fue 602.1 MJ m™. La exposicién diaria maxima
durante el experimento fue 26.21 KJ m~ y la minima 2.57 KJ m™ (Tabla 1c). Dentro de
los acuarios la dosis total fue PAR=86.15 MJ m?, UVA=83.62 MJ m? y UVB=66.52
MJ m™. La dosis que recibi6 el tratamiento de UVA fue 2.96% menor que la de PAR y
20.45% mayor que la de UVB. Los corales expuestos a UVB recibieron una dosis

22.78% menor que los de PAR.

Fluorescencia
Usando todos los valores de las cosechas cuanticas registradas durante el experimento e

ignorando los efectos tanto de la hora de registro como el tratamiento se encontr6é que P.

astreoides presento6 un valor significativamente mas alto de la eficiencia fotoquimica que
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%3

| P. astreoides D. strigosa
| Cosecha cuantica global 0.656 +0.047 0.629 +£0.043

' Fluorescencia maxima 1035.5+ 319.4 1133.2 £279.7
Fluorescencia basal 347.6 +104 415.4 £ 102

|

‘Tabla 2. Parametros de la fluorescencia de P. astreoides y D. strigosa.
Valores globales de las cosechas cudnticas, fluorescencias méaxima y
basal para las dos especies. Media y desviaciones estandar de todos los
datos obtenidos durante el experimento de exposicién sin considerar las
diferentes condiciones espectrales, ni la hora de registro.
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Fig. 3. Cambios en los parametros de la fluorescencia de la clorofila a durante el ciclo
diurno. Tanto de los dinoflagelados simbiontes de P. astreoides (cuadrado, linea gruesa)
como de D. strigosa (circulo, linea delgada). a) Cosecha cuéntica de la separacion de
carga del FSII. b) Fluorescencia méaxima. ¢) Fluorescencia minima. Media y error
estandar de todos los datos obtenidos durante el experimento de exposicion para cada
hora de registro y sin considerar las diferentes condiciones espectrales.
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D. strigosa (0.656+0.047 y 0.629+0.043 respectivamente) (Tabla 2). Esto contrasto con
los valores de Fm y Fo, puesto que P. astreoides (Fm = 1035.5 £ 319.4 y Fo = 347.6 +
104) presento valores significativamente menores que D. strigosa (Fm =1133.2 + 279.6

y Fo=415.4 + 102) (Tabla 2).

Ciclo diurno de la fluorescencia

Al considerar el efecto debido a la hora de registro el ciclo diurno de la cosecha cuantica
de ambas especies present6 una forma de “M?”, la cual no fue tan evidente en el ciclo de
Fm y no se observa en Fo. Comparando los ciclos diurnos de las cosechas cuénticas de
ambas especies (Fig. 3a) hubo diferencias significativas de las 06:00 hasta las 18:00,
mientras que a las 22:00 no hubo diferencias entre ambas (Tukey HSD Test, p=0.234).
La diferencia fue mayor a las 14:00. La fluorescencia maxima durante las horas
registradas present6 valores mayores en D. strigosa que en P. astreoides, no existiendo
diferencias significativas a las 10:00 y a las 14:00 hrs entre ambas especies. La mayor
diferencia se presenté a las 22:00 (Fig. 3b). D. strigosa también presentd valores
significativamente mas altos de Fluorescencia minima (Fo) que P. astreoides, siendo a

las 18:00 la mayor diferencia (Fig. 3c).

Ciclo diurno por tratamiento

Durante los 30 dias de exposicion la cosecha cuantica de P. astreoides a las 5 diferentes
horas de medicion presentd cominmente valores mayores en los organismos expuestos
solo a PAR, en tanto que los expuestos a UVA y UVB presentaron valores menores y
semejantes (Fig. 4a). Empleando el promedio de los 30 dias y las 3 replicas, se
encontraron diferencias significativas entre PAR y UVA (Tukey p<0.05) y entre PAR y
UVB (Tukey p<0.05), no existiendo diferencias significativas entre UVA y UVB (Tukey
p>0.05). La fluorescencia maxima de P. astreoides presenté en promedio, valores mas
altos en los organismos expuestos a PAR+UVA, excepto a las 6:00 que tuvo el menor
valor (Fig. 4b). Los valores menores en los tres tratamientos fueron a las 14:00 y los
mayores a las 18:00. La fluorescencia minima (Fig. 4c) solo mostré diferencias

significativas entre los tratamientos de PAR y UVA a las 18:00. De las 10:00 a las 18:00
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los expuestos a PAR tuvieron valores de fluorescencia minima mayores que los otros de

los otros dos tratamientos.

En D. strigosa existen diferencias significativas en la cosecha cudntica de los
organismos expuestos a PAR y los expuestos a UVB durante todo el ciclo diurno. El
comportamiento de los 3 tratamientos es similar por lo que la forma del ciclo es
semejante. A las 6:00 y a las 22:00 existen diferencias significativas entre PAR y UVA,
mientras que a las 10:00 y las 18:00 las hay entre UVA y UVB (Fig. 4d). Con respecto a
la Fm, no hubo diferencias significativas entre los expuestos a PAR vy los de UVB, asi
como entre PAR y UVA, pero si existen diferencias entre UVA y UVB a las 6:00, 18:00
y 22:00 cuando se registran los valores menores de irradiancia (Fig. 4¢). En la
fluorescencia minima promedio de D. strigosa (Fig. 4f) hubo diferencias significativas
durante todas ias horas de registro entre los organismos expuestos a UVB con respecto a
los expuestos a PAR y UVA, aunque el comportamiento del ciclo fue similar. D.
strigosa tuvo valores mas altos de Fo y Fm mientras que su cosecha cuéntica fue menor.

Hubo mas diferencias significativas entre los tratamientos de D. strigosa.

Caida relativa de la cosecha cudntica y presion sobre el FSII

En la figura 5 se compara la disminucion ¢ caida relativa de la cosecha cudntica a las
14:00 de P. astreoides y D. strigosa en cada tratamiento con respecto a la méxima
obtenida durante el dia para cada especie que fue en el tratamiento de PAR a las 18:00.
La caida relativa de la cosecha cudntica en P. astreoides disminuyé del 4.7 al 10.3%,
mientras que en todos los casos el decremento fue mayor en D. strigosa de 10.0 a
14.6%). Los organismos de ambas especies expuestos a PAR+UVA+UVB presentaron

una mayor caida que los expuestos a PAR.

Se calculo ia presion sobre el FSII a las 14:00 considerando la cosecha cuéntica
maxima (Fv/Fm) a la registrada a las 18:00 debido a que tenia valores mayores que los
de las 06:00 y 22:00. En la figura 6 se muestra la presion sobre el FSII promedio de 24
dias (solo se consideraron los dias en que se realizaron todos los registros para las dos
especies). En general P. astreoides presentd valores menores de presion que D. strigosa

(Fig. 6). Los organismos de las dos especies expuestos a PAR tuvieron menor presion



que los expuestos a todo el espectro solar. En P. astreoides no hubo diferencias
significativas entre PAR+UVA y PAR+UVA+UVB. La presion sobre el FSII en D.
strigosa a las 14:00 fue 0.13, 0.12 y 0.11 para UVB, UVA y PAR, mientras que para P.

astreoides 0.1, 0.08 y 0.06 respectivamente.

Al relacionar la cosecha cuantica maxima (18:00) con la irradiancia total diaria (Fig.
7a y b) se observa que D. strigosa presenta valores menores que P. astreoides pero la
tendencia de disminucién de la cosecha cuintica mdxima es mas conspicua. Po otro
parte en las dos especies los expuestos a todo el espectro solar presentaron valores mas
bajos que los expuestos solo a PAR. en promedio, caidas relativas mayores que P.
astreoides, excepto en los dias nublados. Al relacionar la presion sobre el fotosistema 11
modificada para las 14:00 (Qi4.00) a partir de la propuesta por Iglesias-Prieto et al.
(2004) (que utiliza usando la cosecha cuéntica a las 12:00) con la exposiciéon acumulada
se observé que D. strigosa presenta, en promedio, mayores presiones que P. astreoides,

excepto en los dias nublados.

En la figura 8 se compara la respuesta de ambas especies en cada tratamiento por
medio de la presion sobre el FSII a las 14:00 (Qi4.00) en relacion con la exposicion
acumulada hasta el dia anterior. Consistentemente D. strigosa presentd valores mas altos

que P. astreoides.

Tasa de transporte de electrones

Al graficar la irradiancia contra la tasa de transporte de electrones se observa que la ETR
mas alta fue obtenida con 396 pmol cuanta m? s™ (Fig. 9) y fue de 114.9 pmol e m?s™
para P. astreoides y 108.4 pmol e m? s™ en D. strigosa con 392 pmol cuanta m? s™. En
ambas especies las curvas no alcanzaron la fase asintética. No hay diferencias

significativas entre los tratamientos en ninguna especie.

Clorofilas
Las dos especies presentan diferencias en la densidad de clorofila a y ¢2. P. astreoides

presenta mayor cantidad en los tres tiempos y mayor variabilidad (Fig. 10). La densidad

de las clorofilas ¢2 mostr6 el mismo patréon que la clorofila a (Fig. 10a y b). P.
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Fig. 6. Presion sobre el FSII (Q14:00)- Se promediaron solo los dias que tenian todos los
datos de las diferentes horas de registro (#n=63). PAR (barra blanca), PAR+UVA (barra
punteada), PAR+UVA+UVB (barra negra).
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astreoides al final del experimento presenté una menor concentracion que al inicio (Fig.
10a y b). En D. strigosa se observo una tendencia de incremento en la densidad de
clorofilas a y ¢2 con el tiempo en los expuestos a UVA y UVB (Fig. 10c y d). Al
comparar las dos especies sin considerar el tratamiento, se encontré que existian
diferencias significativas en clorofila a y c2 de D. strigosa para el tiempo 0 (inicio) con
respecto al tiempo 2 (30 dias) (Tukey HSD test, toos; 63) p >0.0318 y t@os; 63) P
>0.04611).

La densidad de clorofilas a+c2 presentaron un comportamiento similar en ambas
especies al ser expuestas a PAR, presentando un aumento en la concentracién en el Tl y
disminuyendo en el T2, sin embargo, el decremento no fue significativo (Fig. 11a y c).
Las dos especies de coral expuestas a PAR+UVA presentaron un comportamiento
opuesto a través del tiempo; en P. astreoides la concentracion de clorofilas a y ¢2
disminuy6 mientras que en D. strigosa se incrementd. En tanto que en ambas especies
los expuestos a PAR+UVA+UVB aumentaron su concentracioén de clorofilaa enel Tl y
mientras que en P. astreoides decrecié de manera evidente en el T2, siendo la diferencia
significativa con respecto al TO, en D. strigosa aument6 de manera significativa. La
clorofila ¢2 presenté una pauta similar. En D. strigosa se encontraron diferencias

significativas entre TO y T2 del tratamiento UVB.

La proporcion clorofila a:c2 fue mas alta en P. astreoides que en D. strigosa (Fig.
11b y d), sin embargo, no existieron diferencias significativas debidas al tiempo o al
tratamiento, aunque hubo un incremento en el T1 en P. astreoides expuesto a UVB, no

fue estadisticamente significativo.

En las concentraciones clorofilas (a + ¢2) por célula de simbionte en P. astreoides en
los tratamientos de PAR y UVA hubo una tendencia a incrementar con el tiempo al igual
que en D. strigosa bajo tratamiento de UVB. La concentracion de clorofila por célula de
dinoflagelado simbionte de P. astreoides (Fig. 12a) aumenté significativamente en los
organismos expuestos solo a PAR, en tanto que no hubo diferencias a través del tiempo
en los expuestos a PAR+UVA. En D. strigosa la concentracion celular de clorofila no

presentd diferencias significativas debidas al tratamiento ni al tiempo (Fig. 12b).
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Fig. 10. Densidad de clorofilas a y ¢2. En P. astreoides y D. strigosa al inicio
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tratamientos. a) Densidad de la clorofila a en P. astreoides, b) Densidad de clorofila
c2 en P. astreoides. c) Densidad de clorofila a en D. strigosa d) clorofila ¢2 en D.
strigosa. Media y error estandar, TO, n=3; T1 y T2, n=6.
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Densidad, indice mitético (IM) y tamano de simbiontes
Sin considerar el tratamiento y el tiempo, la densidad de simbiontes en D. strigosa fue

menor (2.2 x 10° cél cm™) que la de P. astreoides (2.6 x 10° cél em™), cuyas muestras
presentaron mayor variacién. En las tres condiciones espectrales P. astreoides presentd
tendencia a la reduccién en la densidad de simbiontes con respecto al tiempo
disminuyendo desde 3.1 x 10° hasta 2.0 x 10° cél cm™ (Fig. 13a). Los organismos
expuestos a PAR en el T2 presentaron el mayor decremento siendo diferente de TO y T1.
En los otros tratamientos no existieron diferencias significativas para cada tiempo. La
densidad de simbiontes en D. strigosa (Fig. 13b) no present6 una sola tendencia para las
diferentes condiciones espectrales. Los expuestos a PAR+UVA y PAR+UVA+UVB
presentaron un incremento no significativo en la densidad con el tiempo, mientras que
los expuestos a PAR tuvieron un incremento al tiempo 1 (15 dias) con respecto al inicio,
para posteriormente disminuir a los 30 dias (T2). No hubo diferencias en la densidad de
simbiontes en el TO y T1 entre los tratamientos, en tanto que en el T2 hubo diferencias

en los expuestos a PAR.

En ausencia de UVB y UVA el indice mitético disminuyd en ambas especies. En
general el indice mitdtico fue mayor en P. astreoides que en D. strigosa, variando entre
0.55 y 2.88% en P. astreoides y 0.17 y 1.2% en D. strigosa, sin embargo la variacion
dentro de los tratamientos fue muy grande, evidenciado por los errores estandar (Fig.

13cy d).

En P. astreoides el diametro de los dinoflagelados aumenté con el tiempo en los
expuestos a todo el espectro solar en tanto que los expuestos a PAR y PAR+UVA hubo
un incremento al T1 y después una reduccion (Fig. 13e). Se presentaron diferencias
significativas estadisticamente entre el TO y el T2 en los tratamientos de UVA y UVB.
En los expuestos a PAR el tamafio aumento de manera significativa del TO al T1. En D.
strigosa la tendencia fue a disminuir de tamafo (didmetro) en los tres tratamientos,

habiendo diferencias significativas entre el TO y T2 (Fig. 13f).
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Eficiencias de extraccion de las MAAs
Al comparar los diferentes protocolos utilizados se encontré que existe mas variabilidad

en el coeficiente de extraccion (E;) después de la primera extraccion (variaba de
0.591+0.075 a 0.897+0.031; Tabla 3a) que en la eficiencia de extraccion (En=E;)
después de 3 extracciones seriales (0.928+0.038 a 0.999+0.001) (Tablas 3a y b). Los
menores El y E3 fueron obtenidos al usar una muestra congelada de P. astreoides
utilizando agua desionizada para remover el tejido del esqueleto de coral y después de 3
extracciones seriales de 24 hr con metanol:THF a —20 °C, mientras los mayores fueron
usando una muestra fresca removida con buffer TE y 3 extracciones seriales de 1 hr con

metanol 100%.

No hubo diferencias significativas al utilizar una muestra congelada o una fresca
(Tabla 3b). La proporciéon de MAAs removidos después de la primera extraccion
estimada con el coeficiente de extraccion (E;) en los 54 protocolos analizados vario de
0.591+0.075 a 0.897+0.031. (Tabla 3a). Para remover el tejido los mejores resultados se
obtuvieron utilizando buffer TE, el solvente mas eficiente fue metanol:agua 80% (Tabla
3).

Micosporinas parecidas a aminoacidos
En general todos los espectros de absorcion de los extractos metandlicos tanto del tejido

del coral como de los simbiontes aislados presentaron un pico de absorcion de MAAs
(Fig. 14a, b y c¢), sin embargo, en algunos casos se confirm¢ utilizando la 1* y 2°
derivada de los espectros. La altura de los picos de P. astreoides fue casi el doble de la
de D. strigosa tanto en el tejido como en el simbionte aislado (Fig. 14b y c). En tanto
que si se comparan los espectros normalizados a area obtenidos de los dinoflagelados
aislados de P. astreoides y el tejido del coral, se observa que las diferencias en
absorbancia son de un orden de magnitud. Los espectros de absorcion de UV de los
extractos metanolicos del tejido de P. astreoides presentaron un pico bien definido a
328-330 nm (Fig. 15), mientras que en el extracto metanoélico del tejido de D. strigosa

no se presentd un pico definido en el UV, con excepcion de los expuestos al tratamiento
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a)

Liquido rompimiento de muestra Agua de mar filtrada Buffer T E. Agua deionizada
Tune(;cT)emp s':::;it;z: Fresca  Congelada | Fresca  Congelada| Fresca  Congelada
1hr, 25°C metanol 0.723 0.792 0.897 0.828 0.838 0.742
met-agua 0.861 0.814 0.864 0.829 0.845 0.858
met-THF 0.727 0.689 0.772 0.800 0.802 0.721
5hr, 0°C metanol 0.727 0.731 0.749 0.779 0.778 0.717
met-agua 0.759 0.760 0.839 0.844 0.828 0.827
met-THF 0.726 0.752 0.754 0.731 0.755 0.656
24hr, -20°C metanol 0.622 0.771 0.746 0.783 0.779 0.700
met-agua 0.706 0.712 0.865 0.867 0.842 0.833
met-THF 0.709 0.727 0.696 0.726 0.719 0.591
b)
Liquido rompimiento de muestra Agua de mar filtrada Buffer T. E. Agua deionizada
Tiempo, Solvente de
Temp (°C) —— Fresca  Congelada | Fresca  Congelada| Fresca  Congelada
1hr, 25°C 100% metanol 0.979 0.991 0.999 I 0.994 0.995 0.983
-0.001 -0.001 -0.001 -0.005 -0.005 -0.004
80% metanol-agua 0.997 0.993 0997 0.994 0.996 0.997
0 -0.002 -0.001 -0.005 -0.003 -0.001
20% THF-metanol 0.979 0.969 0.988 0.992 0.992 0.978
-0.004 -0.011 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001
Shr, 0°C 100% metanol 0.979 0.98 0.984 0.989 0.989 0.977
-0.006 -0.009 0 -0.003 -0.004 -0.005
80% metanol-agua 0.985 0.985 0.996 0.996 0995 0.995
-0.01 -0.011 -0.002 -0.001 -0.002 -0.002
20% THF-metanol 0.97% 0.984 0.985 0.981 0.985 0.959
-0.003 -0.009 -0.001 0 -0.001 -0.009
24hrs, -20°C  100% metanol 0.938 0.988 0.984 0.99 0.989 0973
-0.051 -0.003 -0.001 -0.001 -0.002 -0.003
80% metanol-agua 0.971 0.976 0.998 0.998 0.996 0.995
-0.023 -0.006 0 -0.001 0 0
20% THF-metanol 0.975 0.98 0.972 0.97% 0.978 | 0.928
0 -0.002 -0.003 -0.004 -0.002 -0.038

Tabla 3. Coeficiente y eficiencia de extraccion de los protocolos examinados. a)
Coeficientes de extraccion (E1), resaltados se indican los valores maximo y minimo. b)
Eficiencias de extraccion (E3), en negritas se sefialan las eficiencias mayores a 0.99 y
encerrados en cuadrados las eficiencias méxima y minima. Media y error estandar, n=2.
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de PAR+UVA-+UVB, que tanto al T1 como al T2 presentaron un pico a los 313 nm (Fig.
15d y f, Tabla 4). Los espectros de absorcion de UV de los extractos metanélicos de los
simbiontes aislados de P. astreoides se caracterizaron por un pico maximo entre 335-338
nm y otro mas pequeiio en los 308-310 nm (Fig. 16a, c, €), mientras que los espectros de
los simbiontes de D. strigosa (Fig. 16b, d, f) presentaron un pico de absorcion a los 332-
335 nm y otro a 308, sin embargo, el tamafio del pico fue menor y no estaba bien

definido (Tabla 4).

En el T1 los espectros del tejido de D. strigosa presentan diferencias en el tratamiento
de PAR+UVA con respecto a las otras dos condiciones espectrales, en tanto que en P.
astreoides la diferencia significativa en la altura del pico se da entre PAR y
PAR+UVA+UVB, los errores estandar del espectro de los expuestos a PAR+UVA, se
traslapan con los de los otros dos tratamientos. Al final del experimento (T2) la
diferencia fue en el espectro del tejido de D. strigosa expuesta a PAR+UVA+UVB que
tuvo una altura mayor y un pico bien definido a los 313 nm. En el espectro del extracto
del tejido de P. astreoides al T2 la diferencia se presento entre los tratamientos de PAR

y PAR+UVA y entre PAR+UVA y PAR+UVA+UVB.

En los espectros de absorcion de los extractos metanolicos del dinoflagelado de D.
strigosa al final de la exposicion (T2) se presentan diferencias no significativas en solo
PAR con respecto a los otros dos tratamientos (Fig. 16d). En los espectros del
dinoflagelado de P. astreoides no se observan cambios significativos debido al

tratamiento en cada tiempo (Fig. 16b).

Al analizar la absorbancia del pico de MAAs en funcidn a la clorofila a, se encontré

que aunque hubo cambios en ambas especies, estos no fueron significativos (Tabla 5).
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Fig. 14. Espectros de absorcidn de MAAs. a) Sin normalizar, de los extractos metandlicos del holosimbionte
(P. astreoides, linea continua gruesa, D). strigosa (linea punteada gruesa) y de los simbiontes aislados (P.
astreoides, linea continua delgada; D. strigosa, linea punteada delgada). Espectros de absorcién normalizados
considerando la absorcién minima en cada uno. b) Dinoflagelados aislados. c) Holosimbionte. P. astrecides
(linea continua) y D. strigosa (linea punteada) antes de ser expuestos a los diferentes tratamientos. El pico de
D. strigosa se confirmé con la 2a derivada.
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Fig. 15. Cambios en los espectros de absorcién del tejido coralino. Los espectros normalizados de los extractos metandlicos del tejido
intacto de P. astrecides y D. strigosa en cada tiempo en las tres condiciones espectrales. Espectros de D. strigosa: &) tiempo 0 (inicio),
c) tiempo 1 (15 dias), e) tiempo 2 (30 dias). Espectros de absorcién de P. astreoides. b) tiempo 0 (inicio), d) tiempo 1 (15 dias), £
tiempo 2 (30 dias). Para cada espectro se presenta la media (TO, n= 4, T1, n=6, T2, n=6, se omiten los errores estindar para mayor
claridad). (PAR: tratamiento de solo PAR, linea punteada; UVA: tratamiento de PAR+UVA, linea delgada, UVB: tratamiento de
PAR+UVA+UVB, linea gruesa).



€S

| a) c) e
‘ 05 4 os 4 0s 4
0.4 1 0.4 4 0.4
03 _;"‘ 03 A 03 -
024 4 02 - D2 4
o
oid 7 0.1 - 0.4 \\‘/’\
o =4 + 0 Y T ¢ T v —
| :.g 20 im 290 0o 3s0 {ao 250 300 30 {00
'§ b d) f)
Q — 0z - D2s ,
s
0.5 ‘," 0.5
b7
0.1 -‘.__./ ‘f..; 0.4 4
oons A :,‘ oos 4
e
o o T t g
20 «0o 250 aso «0o 250 3oo aso «00
| Longitud de onda (nm)
Fig. 16. Cambios en los espectros de absorcién de los dinoflagelados aislados. Los espectros normalizados de los extractos
metanélicos de los simbiontes aislados de P. astreoides y D strigosa en cada tiempo en las tres condiciones espectrales.
Espectros de D. strigosa: @) tiempo 0 (inicio), c) tiempo 1 (15 dias) €) tiempo 2 (30 dias). Espectros de absarcién de P,
astreoides. b) tiempo 0 (inicio), d) tiempo 1 (15 dias) f) tiempo 2 (30 dias). Para cada espectro se presenta media (T0, n=4,
T1, n=6, T2, n=6). (PAR: tratamiento de solo PAR, linea punteada; UVA: tratamiento de PAR+UVA, linea delgada, UVB:

| tratamiento de PAR+UVA+UVDB, linea gruesa).



P. astreoides D strigosa
Tratamiento Tiempo

tejido |dmnoflagelado| tejido  [dinoflagelado

micio TO 328 337,308 319 333, 308*

PAR Tl 330 336,310 333, 308*

PAR+UVA Tl 328 337,310 334, 308*

PAR+UVA+UVB Tl 328 337,310 317 334,308

PAR T2 320 335,308 334, 308*

PAR+UVA T2 328 337,308 333,308

PAR+UVA+UVB T2 329 337,308 313 335, 308
* picos que no estan bien definidos en el espectro, pero que se detectan con la 2a derivada

Tabla 4. Longitudes de onda de méxima absorcion en los picos de MAAs. Los picos se
observaron en el intervalo de 250 a 400 nm en los espectros de absorcion de UV de los
extractos metandlicos de tejido coralino y dinoflagelados aislados. Los espectros son el
resultado del promedio de las diferentes muestras (T0, n=4; Tl y T2, n = 6).
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P. astreoides D. strigosa
Tratamento Tierpo | longitud de |absorbancia|absorbancia| longitud de |absorbancia [absorbancia
onda |mgchla |/jumolchla onda |jugchla |/umolchla
1nicio TO 337 3.673 3.282 334 3.02 2.698
PAR T1 336 3.097 27167 333 3291 2.94
PAR+UVA T1 337 3.386 3.025 334 2.506 2.239
PAR+UVA+UVB T1 337 3.754 3354 334 2.801 2.502
PAR T2 335 3,327 3.935 334 3.092 2162
PAR+UVA T2 3317 4.426 3.954 333 2.778 2.482
PAR+UVA+UVB T2 337 4.804 4.297 335 2.616 2.338

' Tabla 5. Relacién de absorbancia por unidad de chl a.Se consideré larelacion entre las
| longitudes de maxima absorcién de las MAAs en los espectros de absorcién de UV de
' los extractos metanélicos de dinoflagelados aislados y la concentracién de clorofila a.

(TO,n=4;T1 yT2, n=6).
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DISCUSION

En esta investigacion se utilizé luz solar natural, con el fin de exponer a los corales a
condiciones de irradiancia semejantes a su ambiente natural y evitar desviaciones del
espectro solar. Los estudios de laboratorio utilizan a menudo espectros de radiaciéon que
se desvian del espectro solar, especialmente en las longitudes de onda de radiacion de
UV-A (320-400nm) que causan tanto fotoreparacion como fotoinhibicién (Helbling et
al. 1992). Por ello los espectros de radiacion artificiales han sido evitados en algunos
estudios utilizando luz de sol natural (Jokiel y York 1984, Behrenfeld ef al. 1992, Kinzie
1993).

Muchos de los trabajos realizados para estudiar los efectos de la RUV analizan solo la
presencia o ausencia de la misma, sin embargo, este trabajo junto con el de Fitt y Warner
(1995) demuestra que existe un efecto diferencial en la eficiencia fotoquimica debido a
la UV-A y a UV-B. Usualmente los efectos de la luz ultravioleta en los procesos
bioldgicos in vivo involucran interacciones entre regiones espectrales, por ejemplo, la
reparacion de algunos componentes del aparato fotosintético es dependiente de la
presencia de UVA. No obstante, la UV-A también es fuente de dafio indirecto al ser

inductora de la formacion de especies reactivas de oxigeno.

Las propiedades opticas del tejido coralino y del esqueleto de P. astreoides y D.
strigosa no son conocidas. Pero la morfologia del esqueleto de P. astreoides con
colonias con pequeiios monticulos, corallum fenestrado y coralitos pequerios es diferente
a la de D. strigosa que presenta colonias hemiesféricas con valles meandroides y
coralitos continuos. Estas diferencias sugieren que el campo luminico al que estin
expuestos los simbiontes de estas especies es diferente. El corallum fenestrado de P.
astreoides permite a los simbiontes migrar hacia adentro del esqueleto para evitar las
altas irradiancias (tanto PAR como RUV) y a los pélipos coralinos retraerse mas,
mientras que D. strigosa que no tiene un esqueleto fenestrado, tanto los simbiontes como
los pdlipos tienen menos probabilidades de evadir la irradiancia. Existen trabajos como
los de Kiihl et al. (1995) y Ralph et al. (2002) en los que se analiza el campo luminico

en el coral, pero estos trabajos sélo se limitan al comportamiento de la luz visible en
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tanto que se desconoce lo relacionado a la luz ultravioleta. De acuerdo con R. Iglesias-
Prieto, S. Enriquez y E. Méndez (Com. Pers.) el esqueleto de los corales tiene
propiedades de amplificacion de la luz visible hasta de 10 veces. Esto es importante si
consideramos que durante el experimento realizado la dosis diaria que recibieron los
organismos vari6 en un factor de 10 (Fig. 2, Tablas la y c). Es por ello que uno de los
factores importantes en la regulacion de la fotosintesis del dinoflagelado es el campo

luminico dentro del tejido coralino.

Asi como existe un efecto de amplificacion de PAR, también puede haber un efecto
de amplificacion de la luz ultravioleta debido al incremento del paso Optico dentro del
tejido coralino. La expulsion de los dinoflagelados simbiontes del tejido del coral puede
aumentar la amplificacion y dejarlo totalmente expuesto. El dafio por RUV bajo estas
condiciones puede tener un papel importante en la mortalidad masiva de los corales que
sufren blanqueamiento. Por lo anterior es importante realizar estudios detallados de los
cambios en la radiacién ultravioleta debidos al esqueleto y al tejido coralino y sus

efectos tanto en el simbionte como en el hospedero.

Durante el experimento los corales expuestos a PAR+UVA+UVB recibian la
radiacion solar normal, por lo que los tratamientos no consistieron en imponer un estrés,
sino mas bien pudo existir una relajacion de las influencias ambientales normales para
los corales expuestos solo a PAR y PAR+UVA. Este estudio mostré cdmo los corales
responden a las condiciones de su ambiente bajo los flujos de UV actuales y bajo
circunstancias de irradiancia solar no saturante. La capacidad de estos corales para
funcionar bajo estas condiciones es un reflejo de su adaptacion a largo plazo a los

ambientes de aguas someras tropicales donde viven.

Este trabajo es el primero en evaluar el efecto diferencial de la RUV-A y RUV-B a
largo plazo sobre la eficiencia fotoquimica en los dinoflagelados simbiontes de los
corales P. astreoides y D. strigosa. La variabilidad de las condiciones climaticas
permitid observar como respondian los organismos a condiciones de irradiancia mayor y
relativamente constante y de irradiancia variable, esta debido a la nubosidad durante

algunos dias. La respuesta de los organismos a la irradiancia pone de manifiesto la
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importancia de la historia de exposicion o historia luminica (Fig. 2). El periodo con dias
nublados permitié que los organismos se relajaran, por lo que en los ultimos 10 dias es
posible observar la respuesta a condiciones de irradiancia y dosis diarias semejantes. La
variacion de la cosecha cuantica diaria durante los 30 dias de experimento muestra el
patréon caracteristico de disminucion con el aumento de la irradiancia asi como una
recuperacion a las horas de menor intensidad luminica (Fig. 3a, 4a y d) como reportan
otros autores para dinoflagelados simbiontes in hospite de corales e hidrocorales (Brown
et al. 1999b, 2000, Hoegh-Guldberg y Jones 1999, Lesser et al. 2000, Jones y Hoegh-
Guldberg 2001, Lesser y Gorbunov 2001, Banaszak et al. 2003, Winters et al. 2003).
Los valores minimos registrados de la cosecha cuantica con respecto al valor maximo
presentaron diferencias promedio de 0.05 de unidad, mientras que otros trabajos
informan diferencias superiores del orden de 0.08 a 0.4 de diferencia (Jones y Hoegh-
Guldberg 2001, Banaszak et al. 2003). Sin embargo, las irradiancias que se registraron
en el presente trabajo fueron menores con respecto a los trabajos comparados lo que
explica la baja diferencia entre el méaximo y el minimo valor de la cosecha cuantica. Las
mediciones registradas a las 22:00 muestran una reduccién en la cosecha cuantica (Fig.
3a) la cual podria tener su origen en la via de la clororespiracion como reportan Jones y

Hoegh-Guldberg (2001) y R. Iglesias-Prieto y X. Hernandez-Pech (Com. Pers.).

Durante el experimento P. astreoides presentd valores de Fv/Fm mas altos que D.
strigosa (Tabla 2, Fig. 3) debido a que sus valores de Fm y Fo fueron menores. Durante
el ciclo diumo de Fv/Fm la disminucién se debid mayormente a la caida de Fm y no a
Fo en ambas especies (Fig. 3). Los valores mas altos de la cosecha cudntica y de Fm se

registraron a las 18:00 y no cerca del amanecer (a las 06:00).

En general en ausencia de radiacion ultravioleta (280—400 nm) los dinoflagelados
simbiontes de los corales P. astreoides y D. strigosa (Fig. 4) presentaron un incremento
en la cosecha cuantica del FSII, en comparacion con los que fueron expuestos a todo el
espectro solar. La ausencia de UV-B (280-320 nm) provoco un incremento en la cosecha
cuantica estadisticamente significativo para P. astreoides (Fig. 4a) en todas las horas

registradas y sélo a las 06:00 y 22:00 para D. strigosa (Fig. 4d). Esto indica que ambos
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corales tienen diferente sensibilidad a la UV-A. Lo anterior contrasta con la respuesta
obtenida por Fitt y Wamer (1995) en Montastraea annularis que presentd una
disminucion de la eficiencia fotoquimica al ser expuesta a UV-A y luz azul mientras que

la UV-B casi no la afecto.

El mayor cambio en la cosecha cudntica en ambas especies coincide con las horas de
mayor irradiancia tanto de PAR como de RUV (Fig. 4). La cosecha cuédntica mejord en
ausencia de UV-A y UV-B en P. astreoides 5.56% y en D. strigosa 4.57%; en ausencia
de UV-B se optimizé 1.79 % y 2.41% respectivamente (Fig. 5). El hecho de que en el
tratamiento de ausencia de UVB mejora solo un 2% sugiere un mayor efecto sobre la
cosecha cuantica por la luz UVA. Lo anterior se puede explicar debido a que existen en

la atmosfera mayor cantidad de fotones de UVA con respecto a UVB.

Al comparar las ETR obtenidas en este experimento para los tres tratamientos con las
del trabajo de Ayala-Schiaffino (2000) se muestra que los organismos se encontraban en
la fase no limitante por luz. La misma autora consider6 la ETR méxima al transporte de
electrones que se presentd al exponer a las colonias de P. astreoides a 2800 pmoles
cuanta m?s™, en tanto que para D. strigosa la ETR méaxima se presentd al estar expuesta
a ~1850 pmoles cuanta m? s™. Los organismos estuvieron expuestos diariamente de 3 a
5 hrs a una irradiancia mayor que su indice de saturacidon luminica (irradiancia a partir
de la cual el control de la fotosintesis pasa de los mecanismos relacionados con la
absorcion de luz y eficiencia cuantica a los enzimaticos). En P. astreoides el Ex = 159.6
pmol cuanta m? s’ (A. Rodriguez-Roman, Com. Pers.), mientras que en este
experimento la irradiancia maxima promedio dentro de los acuarios vario de 187 a 242.1

pmol cuanta m? s (Tabla 1).

En el experimento durante la mayor parte de las horas de luz P. astreoides estuvo por
arriba del punto de compensacion E; = 86 pmol cuanta m? s, es decir la irradiancia a la
cual la fotosintesis es igual a la respiracion. Sélo durante el periodo de irradiancia
variable se presentd un dia en el que los organismos estuvieron por debajo de este punto.
No se tienen datos del E. y Ex de D. strigosa, sin embargo, se trata de un organismo que

requiere menos luz puesto que es mas abundante a mayor profundidad que P. astreoides,

59



por lo que es probable que sus valores de E. y Ex sean menores. Savage et al. (2002b)
midieron los Ex y E. de dinoflagelados aislados de P. astreoides y aunque los
dinoflagelados eran del mismo filotipo (A) obtuvieron dos respuestas diferentes
(Ex=170.4 y 190.6 pmol cuanta m? s'; E;=35.3 y 11.2 pmol cuanta m™ s™). El E; es
varias veces menor en dinoflagelados recién aislados que in hospite. Es necesario sefialar
que la E. y la Ey dependen de la historia luminica de los organismos. Lo antes sefialado
lleva al hecho de que los organismos utilizados en este experimento no se encontraron
en condiciones de estrés luminico por alto PAR, pero el que se encuentren cerca del
optimo de fotosintesis (Ey) indica que probablemente el efecto observado se debe
mayoritariamente a la presencia de UVA y/o UVB. Se ha comprobado que en baja luz
bajo condiciones 6ptimas, la fotoquimica primaria ocurre con alta eficiencia (Krause y

Weis 1991), casi todos los cuantos de luz absorbidos son utilizados para fotosintesis.

Se conoce que la cosecha cudantica del fotosistema II es afectada por los procesos de
fotoquimica y de fotoproteccion (NPQ) (Niyogi 1999, 2000, Maxwell y Johnson, 2000).
El incremento de la cosecha cuantica al eliminar el efecto de la RUV en este trabajo
sugiere que puede haber una menor activaciéon de mecanismos de fotoproteccion o un
incremento en los procesos fotoquimicos. Sin embargo existen otras cosas que se deben

considerar.

Los datos de ETR no muestran diferencias significativas entre las tres condiciones
espectrales en P. astreoides (Fig. 9a) ni en D. strigosa (Fig. 9b). Sin embargo, los
simbiontes sienten menos presion sobre el fotosistema II (Qi4.00) en ausencia de UV
(Fig. 6). Esto sugiere que el incremento en la cosecha cuantica observado podria estar
relacionado con los mecanismos de fotoproteccion. Los mecanismos fotoprotectores
abarcan un grupo de respuestas que incluyen la disipacién térmica del exceso de
excitacion y la operacion de un ciclo de reparacion del fotosistema II. Los organismos
fotosintéticos contienen mecanismos reguladores del aparato fotosintético que participan
en la disipacion del exceso de energia y protegen contra la fotoinhibicion. Q; implica los
mecanismos de sintesis y reparacion de los elementos que constituyen el aparato

fotosintético y esta implicado directamente en proteger a los corales del dafio por UV.
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Sin embargo, el hecho de que en las curvas de ETR no llegaran a la fase limitante por
luz indica que no puede haber fotoinhibicion. No obstante lo anterior, algunos autores
(Ohad et al. 1994, Tyystjarvi y Aro 1996, Karen ez al. 1997) hablan del sindrome de
baja luz (low light syndrome) en el cual a bajas intensidades de luz hay una disminuciéon
de la tasa de recambio de DI1. Existe una correlacion entre la disminucion de actividad
de PSII y la perdida de la proteina D1 de la membrana tilacoidal bajo condiciones de
baja luz. A baja luz, la fotoinhibicion ocurre tan lentamente que inactiva los centros del

FSII con la proteina D1 esperando para ser degradada (Tyystjarvi y Aro 1996).

Existe otra posible explicacion para los valores menores de la cosecha cuantica en los
organismos expuestos a PAR+UVA+UVB en comparacion con los otros tratamientos
(Fig. 4), por una parte la irradiancia total diaria que recibieron los organismos fue entre
0.58 y 5.91 mol cuanta m™> d"' (Tabla 1) y no llegaron a la fase limitante por luz de
acuerdo con las curvas ETR (Fig. 9a y b) y los valores de presion (Fig. 6) fueron bajos
en comparacion con otros trabajos (Banaszak et al. 2003, Iglesias-Prieto et al. 2004),
esto indica que no existe fotoinhibicion (considerada como resultado de exposicion a un
alto flujo de densidad de fotones). Lo anterior sugiere que los organismos expuestos a
UV-B usaron su energia preferentemente en la reparacién de otros componentes
celulares y mantenimiento metabdlico anteponiéndolos a la reparacion del FSII y
recambio de D1, debido probablemente a que el costo energético es muy alto, ya que el
tiempo de vida media de un FS Il en P. astreoides es de 1.5 hrs (R. Iglesias-Prieto, Com.
Pers.). El ciclo de reparacion y daiio del FS II, basicamente el fotodafio de D1 es seguido
por a) un desacople parcial del holocomplejo PSII, b) exposicion del nicleo del FS 11
fotodafiado al estroma del cloroplasto, c¢) degradacion del D1 fotodafiado, d) sintesis de
novo de D1 e insercion en la membrana del tilacoide, €) re-ensamblaje del holocomplejo
FS 1I, seguido por la activacion del proceso de transporte de electrones a través del
heterodimero D1/D2 reconstituido (Aro et al. 1993, Melis 1999). Lo anterior requiere de
una constante inversion energética, ya que el control de la sintesis de D1 y D2 puede
ocurrir en varios pasos de la expresion genética del cloroplasto, incluyendo
transcripcién, procesamiento de RNA, a nivel de traduccion y alin pos-trasduccional

(Nickelsen y Rochaix 1994).
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Los simbiontes de ambas especies tienen diferente capacidad para reaccionar al ser
expuestos a las mismas condiciones luminicas cambiando, por ejemplo, la cantidad de
pigmentos o su proporcién, tal como lo demuestran diferentes autores para
dinoflagelados en cultivo (Iglesias-Prieto y Trench 1994, 1997a, 1997b) y células
aisladas y en el hospedero basicamente en interaccién con otros factores como la
temperatura (Ayala-Schiaffino 2000, Bhagooli e Hidaka 2003). Se sabe que no todos los
corales son igual de sensibles al estrés ambiental. Los limites de tolerancia difieren entre

especies y también difieren dentro de una holosimbiosis (Banaszak et al. 2003).

Los datos no muestran cambios estadisticamente significativos en la proporcion de
pigmentos (Fig. 11b y d) ni en la concentracion de clorofilas por célula (Fig. 12a y b).
La concentraciéon de Chl a y ¢2 por célula no difiere significativamente entre los
tratamientos (Fig. 12a y b), aunque P. astreoides en ausencia de UV presentd un
aumento de clorofila por célula. Estudios previos expresan generalmente poca o
ausencia de respuesta de la Chl a a la RUV alterada experimentalmente (Jokiel y York
1982, Scelfo 1985, Lesser et al. 1990, Lesser y Shick 1989a). En tanto que la sintesis de
clorofilas a y ¢2 fue reducida por el efecto de la UV en Symbiodinium microadriaticum
pero no en Symbiodinium californium simbiontes de Cassiopeia xamachana y
Anthopleura elegantissima, respectivamente (Banaszak y Trench 1995a). En P.
astreoides hubo disminucion en la densidad de clorofila a y c2 (Fig. 10a y b), en tanto
que en D. strigosa hubo un aumento en los expuestos a UVA y UVB, mientras que los
expuestos a PAR no hubo modificaciones (Fig. 10¢ y d). La condicion fisiol6gica de los
dinoflagelados simbiontes puede ser relacionada con la cantidad de clorofila por célula
(Fitt ef al. 1993). Los cambios en la calidad de la luz también afectan la concentracion
de los pigmentos accesorios asi como la tasa de fotosintesis (Kinzie y Hunter 1987). La
disminucion de luz incrementa la concentracion de clorofila a por célula con el objetivo
de obtener mas energia luminosa (Hoegh-Guldberg y Smith 1989a, 1989b). Lo
contrario, un incremento en la luz produce una menor concentracién de clorofila a,
ocasionado por la fotodegeneracion de los pigmentos causada por exposicion excesiva a

la RUV (Gleason y Wellington 1993, Kinzie 1993).
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La mayor variacion en la densidad algal en P. astreoides se debe a la morfologia del
esqueleto, sin embargo, se observa una tendencia de decremento con el tiempo en los
tres tratamientos. En D. strigosa la densidad de simbiontes en los organismos expuestos
solo a PAR fue diferente de los que contenian todo el espectro. Se ha reportado que la
RUYV disminuye la densidad de simbiontes y su indice mitético, no solo en corales sino
en otros cnidarios (Lesser y Shick 1989b, Lesser et al. 1990). Sin embargo, la densidad
algal también presenta fluctuaciones en respuesta a la época del aiio (estacionalidad) en
corales tanto del pacifico, Pocillopora damicornis (Stimson 1997), Coeloseris mayeri,
Goniastrea retiformis, G. aspera y Porites lutea (Brown et al. 1999a), como del
atlantico, Acropora palmata, A. cervicornis, Montastraea faveolata y M. annularis (Fitt

et al. 2000).

El indice mitético (IM) fue diferente entre ambas especies y ademas fue muy variable
dentro de las dos especies (Fig. 13c y d). La presencia de UVB ocasioné un aumento en
el IM de P. astreoides y D. strigosa. En P. astreoides de diferente morfos (verde y café)
Gleason (1993) encontré que la UV causaba una fotoinhibicion del indice mitoético en
morfos cafes, y no tenia efecto en los morfos verdes, el indice mitdtico variaba entre 0.5
- 1.5% en los primeros y 1.0 — 1.25% en los segundos. Mientras que en otras especies de
corales como Stylophora pistillata y Acropora sp. (Shick et al. 1999) el indice mitético
aument6 en presencia de UV. Los cambios en el indice mitdtico pueden deberse a

diferentes factores como son: disponibilidad de nutrientes, hora del dia, estacion del afio.

En P. astreoides aunque la tendencia fue disminuir la densidad celular, el tamafio
promedio de las células aumentd, mientras que el indice mitético no sufrié cambios
significativos. Debido a que el incremento fue en las tres condiciones espectrales no se
puede atribuir al efecto de la UV. Se ha observado que el volumen y diametro celular de
los simbiontes puede variar en respuesta a factores como irradiancia, estacion del afio,
nutrientes, etc. En dinoflagelados de Cassiopeia xamachana y Anthopleura
elegantissima no se observaron cambios en el tamafio debido a la exposicion a UV. En
simbiontes de Cassiopeia xamachana Verde y McCloskey (1998) encontraron que el

volumen y didmetro celular del simbionte eran mayores en enero que en septiembre. En
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corales del Indo-Pacifico se encontraron cambios estacionales en el volumen de los

dinoflagelados en tres de los cuatro corales estudiados (Brown et al. 1999a).

El efecto de los tratamientos en la densidad de los simbiontes, su tamafio 0 en su
contenido de clorofila aunque no sea estadisticamente significativo, evidencia las
tendencias que se presentan en los organismos en respuesta a las condiciones

espectrales.

Un mecanismo de fotoproteccion especifico para RUV que se analiz6 en este estudio
fue la presencia de MAAs tanto en el holobionte (tejido intacto) como en el
dinoflagelado aislado. Detctdndose primero la presencia de MAAs en los simbiontes
aislado y en el tejido de ambas especies. Se determinaron los cambios debido a los

tratamientos espectrales a través de tres diferentes tiempos.

Los espectros de absorcion del tejido intacto de P. astreoides presentaron una mayor
absorbancia en el pico de MAAs con respecto a los de D. strigosa (Fig. 14c). En este
estudio se encontré que simbiontes de D. strigosa presumiblemente de clade B o C
presentaron picos de absorcion de MAAs al estar en relacion simbidtica (Fig. 14a, b y
16). Aunque Banaszak et al. (2000) no muestran sintesis de MAAs para las clades By C
en cultivo, puntualizaron que la ausencia fenotipica de sintesis de MAA no indicaba una
perdida de la via Shikimate en las algas que no sintetizaban MAAs. Existen varias
posibles explicaciones para la presencia de MAAs tanto en los simbiontes como en el
holosimbionte de D. strigosa. El hecho de que los dinoflagelados en cultivo presenten
diferentes fotosintetatos (Stochaj y Grossman 1997) y expresion de proteinas de los que
se encuentran in hospite (Sutton y Hoegh-Guldberg 1990) es evidencia de que el
hospedero modifica la bioquimica del endosimbionte. De tal manera que es posible que
los dinoflagelados sinteticen MAAs al estar dentro de su hospedero, si este proporciona
algin estimulo o sustrato (Banaszak et al. 2000). Esto podria ser comprobado
agregandole a cultivos de dinoflagelados de filotipos B y C un homogenizado de tejido
de su hospedero con el fin de determinar si el hospedero es el que activa la sintesis de
MAAs. Shick (2004) realizé un ensayo agregandole homogenizado de tejido coralino a

dinoflagelados de Stylophora pistillata en cultivo, y no encontrd evidencia de que la



produccion de MAAs fuera cualitativamente afectada, sin embargo, no presenta datos ni

explica las condiciones bajo las cuales el ensayo fue realizado.

Podria ser que los dinoflagelados sinteticen precursores que transfieran al hospedero
donde puedan ser transformados a MAAs ya sea por el mismo hospedero o bien por la
accion de bacterias (Shick et al. 1999) 6 bien que el hospedero adquiera por dieta las
MAAs (Banaszak y Trench 1995b, Carroll y Shick 1996, Newman et al. 2000) y éstas
por difusion pasen a los dinoflagelados. Esto wltimo es poco probable ya que Banaszak y
Trench (1995b) no encontraron evidencia de MAAs en los dinoflagelados recién
aislados ni en cultivo. Otra posible explicacidn es que en D. strigosa también existieran
simbiontes de clade A y que se tratara de poblaciones muy pequefias, no representativas
y no detectables al hacer un analisis genético. La mayoria de los corales contienen solo
un tipo de simbionte perceptible (LaJeunesse 2002), sin embargo existe evidencia de que
algunos cultivos de dinoflagelados simbiontes no corresponden con los filotipos de los
dinoflagelados recién aislados del hospedero (Carlos et al. 2000, Santos et al. 2001,
LaJeunesse 2002, Savage et al. 2002a, 2002b). Una respuesta probable es que existan
simbiontes a bajas y presuntamente concentraciones indetectables en el hospedero que
son favorecidos por el medio de cultivo artificial al ser aislados, tal como sucede en
algunos bivalvos simbidticos (Carlos et al. 2000). En un individuo de Cassiopeia
xamachana de la laguna de Canciin, LaJeunesse (2002) encontr6 simbiontes de filotipos
Al, A3 y ClI, sin embargo, existen pocos casos de hospedero con més de un filotipo de
simbionte (Rowan et al. 1997, Rowan 1998, Carlos et al. 2000, LaJeunesse 2002,
Laleunesse ef al. 2003). No obstante, hasta el momento, solo han sido reportados
colonias de D. strigosa unicamente con clade B o bien C (Baker y Rowan 1997,

LaJeunesse 2002).

Con base en lo anterior, se puede especular, que posiblemente las MAAs que se
encuentran en D. strigosa hayan sido adquiridos por el consumo de alimento y que sus
simbiontes los adquieren absorbiéndolos del hospedero, en tanto que en P. astreoides
podria suceder lo contrario, los simbiontes sintetizan las MAAs y las transfieren al

hospedero.
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El holosimbionte presenté un pico de absorcion de MAAs un orden de magnitud
mayor que el del dinoflagelado aislado (Fig. 15 y 16). Lo anterior sugiere, aiin cuando
no se realizd una cuantificacion e identificacion de MAAs, que la concentracion de
MAAs es mayor en el hospedero que en el simbionte. Existen trabajos en los que se han
evaluado ambos y se ha observado mayor concentracién en el hospedero que en el
simbiontes, por ejemplo, el coral Acropora microphthalma (Shick et al. 1995), y la

anémona Anthopleura elegantisima (Stochaj et al. 1994).

También se han reportado incrementos de la concentracion de MAAs en corales y
otros cnidarios en respuesta a la exposicion a RUV (Jokiel y York 1982, Gleason y
Wellington 1993, 1995, Banaszak y Trench 1995b, Kuffner 2001b, Shick et al. 1995,
1999, Jokiel et al. 1997). Aln cuando los espectros de absorcion de los extractos
metanodlicos del holosimbionte presentaron cambios tanto en la absorbancia como en la
longitud de maxima absorbancia, el andlisis de los espectros no muestra cambios
estadisticamente significativos en el espectro que sugieran modificaciones sustanciales
en las concentraciones de MAAs a lo largo del tiempo. En la figura 15 se observan los
cambios en cada tratamiento con respecto al tiempo en los espectros de absorcion de los
extractos metanolicos del tejido intacto de D. strigosa y P. astreoides, la absorbancia se
normalizo considerando la dilucidon y al area de muestra extraida (cm?). Estudios
realizados por Scelfo (1985) Stochaj et al. (1994) y Banaszak y Trench (1995b) en dos
cnidarios no encontraron incrementos en la concentracion de MAAs en respuesta a la
exposicion a largo plazo a RUV, lo que coincide con lo encontrado en este trabajo. En el
dinoflagelado S. microadriaticum en cultivo (Banaszak y Trench 1995b) observaron que
al inicio la concentracion de MAAs aumentaba y posteriormente se nivelaba. En tanto
que en Stylophora pistillata la concentracion de MAAs se incrementaba rapidamente al

principio para estabilizarse en los dias 14 a 28 del experimento (Shick 2004).

No solo la RUV afecta la presencia de MAAs en los corales, existen otros factores
reportados que alteran la concentracion. El flujo de agua, es uno de estos factores que,
en este experimento, se controld mediante la aplicacion de un flujo constante en los

corales dentro de los acuarios y la disposicion de los tratamientos se realiz6 para evitar
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el efecto de orilla, por lo que los cambios en los picos de absorbancia de MAAs en D.
strigosa no pueden atribuirse al flujo. Jokiel et al. (1997) y Kuffner (2001b) encontraron
que la concentracion de MAAs en P. damicornis y P. compressa expuestos a RUV era
modificada por el flujo de agua, incrementidndose y después disminuyendo a los niveles

iniciales en flujo alto de agua y aumentando constantemente en flujo bajo.

En el caso de D. strigosa en el que se observé un decremento en el pico de absorcion
de MAAs en los organismos expuestos a todo el espectro solar en funcién del tiempo, no
hubo una disminucién en la densidad de simbiontes (Fig. 13b), ademas el pico de los
espectros de los simbiontes no sufrié cambios significativos debidos al tratamiento o al
tiempo (Fig. 16b, d y f). Una posible explicaciéon para la disminucién del pico de
absorcion de MAAs en el tejido de D. strigosa expuesta a solo PAR es el que al no
necesitarse estos compuestos para fotoproteccion y debido a su alto contenido de
nitrégeno, sean utilizados para llevar a cabo otras funciones metabélicas del coral. Se ha
comprobado, en cultivos bajo limitaciéon de nitrégeno del dinoflagelado de vida libre
Akashiwo sanguinea (=Gymnodinium sanguineum) una disminucion de casi 6 veces en

la concentracion celular de MAAs (Litchman et al. 2002).

Otra explicacion para la ausencia de diferencias significativas entre los tratamientos
puede ser que debido a la transmitancia del filtro de acrilico los organismos expuestos a

UVA recibieron un 20% mas de dosis de PAR que los expuestos a UVB.

En este estudio se obtuvo la maxima absorcion de P. astreoides (holosimbionte) de
328 a 330 nm. Esto es similar a los resultados de Corredor y colaboradores (2000)
quienes trabajando con la misma especie reportan un pico maximo de absorcion de
MAAs a 328 nm. Ello ain cuando el solvente utilizado fue diferente, los aqui
presentados fueron realizados con metanol:agua (80:20, V:V) y ellos utilizaron una
extraccion de metanol-tetrahidrofurano (80:20, V:V). Sin embargo las pruebas de
eficiencia de extraccion permitieron determinar que el mejor protocolo al emplear
muestras congeladas era usar como solvente la combinacién de metanol:agua (Tablas 3a
yb) el cual daba mejores resultados que metanol: THF (80:20). No existen reportes de los

espectros de absorcion de MAAs para D. strigosa. En los espectros del tejido de D.
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strigosa, se aprecia un hombro entre 300 y 320 nm, en el tratamiento de UVB se observa
un pico en ese intervalo, los picos de los espectros de absorcion de D. strigosa se

obtuvieron con la 2a derivada.

El hecho de que exista una disminucion de la eficiencia de separacion de carga en P.
astreoides y D. strigosa expuestos a PAR+UVA y a todo el espectro solar, bajo
condiciones de irradiancia no saturante puede indicar que el organismo esta usando las
reservas energéticas que utiliza para la reparacion del FS II hacia otros lados como es la
reparacion de otros componentes celulares. Por lo que es probable que la presencia de
MAAs no sea suficiente para contrarrestar el dafio por radiacion ultravioleta en estos

corales.

La sensibilidad de los organismos a la radiacion UV depende de varios factores, tales
como la irradiancia a la que han estado expuestos, el estado fisiolégico y diferencias
interespecificas e intraespecificas. De modo general la tolerancia que muestra cualquier
organismo esta relacionada con el nimero y la eficiencia de los sistemas de reparacion,
asi como con la existencia de estrategias para evitarla (reduccién de la exposicion por
medio de barreras fisicas o compuestos que absorben radiaciéon UV, o por mecanismos

fisiolégicos que pueden reconocer y reparar el dafio).
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CONCLUSIONES

La radiacion ultravioleta afecté a los corales disminuyendo la eficiencia fotoquimica del

FSII de Diploria strigosa y Porites astreoides.

Diploria strigosa presentd valores de eficiencia fotoquimica significativamente

menores que P. astreoides.

La caida de la cosecha cuéntica y la presion sobre el FSII a las 14:00 presentan un
comportamiento similar en ambas especies, D. strigosa presenta valores mas altos que P.

astreoides.

Los simbiontes de ambos corales responden a una exposicion casi constante con una
disminucion de la cosecha cuantica maxima a través del tiempo y con un aumento en la
presiéon a las 14:00. En ambos corales los organismos que estuvieron expuestos a

PAR+UVA+UVB respondieron disminuyendo mas que los expuestos solo a PAR.

Los datos de ETR y la irradiancia muestran que los organismos nunca estuvieron

saturados por luz.

Debido a que no existen cambios en la ETR atribuibles a los tratamientos y que en
ninguno de ellos llego a la fase limitante por luz se sugiere que la reduccion de la
cosecha cuantica del FSII en los organismos expuestos a todo el espectro solar puede
deberse a que los organismos desviaron preferentemente su presupuesto energético a
reparar los dafios ocasionados por la UV-B en otros procesos metabolicos que a la

reparacion del fotosistema II.

En ambas especies no hubo cambios estadisticamente significativos en la proporcion

de pigmentos ni en la concentracion de clorofilas por célula.

El indice mitotico de ambas especies fue muy variable entre y dentro de las dos

especies y no mostr6 una relaciéon con la condicion espectral.

El efecto de los tratamientos en la densidad de los simbiontes, su tamafio o en su

contenido de clorofila aunque no sean estadisticamente significativos, evidencia las
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tendencias que se presentan en los organismos en respuesta a las condiciones

espectrales.

P. astreoides presentd un pico de absorcion de micosporinas parecidas a aminoacidos

(MAAs) mas alto que el de D. strigosa.

El tejyido y los simbiontes recién aislados de P. astreoides presentaron un pico de
absorcion de MAAs que no presentd cambios significativos a través del tiempo o por el

tratamiento.

Tanto el tejido como los simbiontes recién aislados de D. strigosa presentaron picos

de absorcion de MAAs.

El pico de absorcion de MAAs de los simbiontes recién aislados de D. strigosa no

mostro cambios significativos debido al tratamiento o al tiempo de exposicion.

En el tejido de D. strigosa expuesto a PAR y PAR+UVA se observé una disminucion

en el pico de absorcion de MAAs con el tiempo.

El nivel de fotoproteccion es mas alto en P. astreoides que en D. strigosa, no
obstante, la presencia de MAAs en estos corales bajo las condiciones experimentales
parece no fue suficiente para proteger a los simbiontes de los efectos de la radiacion

ultravioleta en la eficiencia fotoquimica.
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APENDICE

La senal de fluorescencia
La emision de la fluorescencia de la clorofila a es un proceso competitivo de menor

importancia de la desactivacion de pigmentos excitados. La tasa de emisién de
fluorescencia, F, es proporcional al flujo de luz absorbida, E,, y al cociente de la tasa
constante de fluorescencia, kr, sobre la suma de las tasas constantes, Xk;, de todas las
reacciones competitivas que resultan en el retorno de la molécula de clorofila al estado
basal. Las reacciones més importantes son la reaccidon fotoquimica (kp), la desactivacion
térmica (kp), y la transferencia de energia de excitacion a los pigmentos no fluorescentes

(kr), por ejemplo a la antena del FSI.

A partir de lo anterior, se obtiene la ecuacién general para la cosecha de la

fluorescencia:
E *k
F o= 22t 8
Tk,
OF = f = ke 9
E, (kp +kp +ky +kp)

La cosecha de la fluorescencia es minima (®Fp) cuando todos los centros estin en
activo, esto es, en estado “abierto”. La cosecha alta de fotones de la fotosintesis
observada experimentalmente, exige que kp >> kr + kp + kr. Sin embargo, cuando Qa
esta reducida totalmente (por ejemplo cuando todos los centros de reaccion estdn en el
estado Z Pggo Pheo Qa), la excitacion de Pggo no puede resultar en una separacion de
carga estable (kp = 0). Es entonces cuando se obtiene la cosecha méaxima de la

fluorescencia ®Fys (Krause y Weis 1991).

De una forma similar, se obtiene la cosecha potencial de la reaccion fotoquimica del

FSII:

op, - kp _ ((DFM_(DF_G) — fL 10
(kg +kp +kp +kp) @F), Fy
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donde Fy, es la fluorescencia total méxima y F la médxima emision de la fluorescencia
variable y describe el cambio en la emision de fluorescencia entre dos estados definidos
(de Fy a Fy). Al cociente de Fy/F)s se le conoce como cosecha cuantica o eficiencia
fotoquimica del FSII. La proporcién Fy/Fy ha llegado a ser un parametro importante y
facilmente evaluable del estado fisiolégico del aparato fotosintético. Los estreses
ambientales que afectan la eficiencia del FSII llevan a un decremento caracteristico en
FylFy. Existe una relacion inversa entre la tasa de emision de la fluorescencia y la tasa
de la reaccion fotoquimica. En la curva de induccién de la fluorescencia, la elevacion de
la emision de Fy a Fs refleja la reduccion de Qa. Ademads, la emision de la fluorescencia

esta influenciada por varios mecanismos de desactivacion no-fotoquimica.

En los andlisis de fluorometria de pulsos modulados con el diving PAM (Walz,
Alemania), la fluorescencia es excitada por pulsos cortos pero saturantes de 3 ps de
duracion y con una frecuencia de 600 6 20000 Hz, emitidos por diodos emisores de luz
(LED). La luz de los LED pasa a través de un filtro de paso corto (A>670 nm) y el
fotodetector es protegido por un filtro de paso largo (A>700 nm) y un filtro reflectante
del calor. Un sistema amplificador de pulsos muy selectivo ignora todas las sefiales
excepto las de la fluorescencia excitada durante los pulsos de 3 ps (Manual del Diving
PAM). El fotodetector es un fotodiodo que presenta una respuesta linear a cambios de

intensidad luminosa muy altos.
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