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Resumen.

En este estudio se examina por primera vez la relaciéon forma y funcién entre diferentes
descriptores morfolégicos de la hoja del pasto marino Thalassia testudinum y descriptores
de su capacidad y eficiencia de absorcién de luz. Se examina también por primera vez si
la presencia de cristales de oxalato de calcio en las células epidérmicas de esta especie,
puede estar relacionada con cambios en la habilidad de las hojas para colectar luz. En la
base de datos general que se obtuvo de la descripcion de la variacion natural de seis
praderas de la laguna arrecifal de Puerto Morelos, se pudo observar una gran variabilidad
en la capacidad, A, pero sobre todo en la eficiencia de absorcion de luz, a*, de las hojas
de T. testudinum, resultado de una variacion de mas de dos 6rdenes de magnitud en la
seccion transversal de pigmentos [densidad de clorofila (a + b), mg m?]. Este rango de
variacibn es el mayor hasta ahora examinado en pastos marinos, gracias a la
consideracion de segmentos inmaduros poco pigmentados. La a* de los pigmentos
fotosintéticos mostré una variacion de un orden de magnitud asociada a diferencias en el
grosor de hoja, de epidermis, del sistema lacunar y del area especifica. El andlisis
comparativo general permitié describir la magnitud del efecto paquete, determinando un
factor de escala para la variacion de la seccion transversal [mg m?] similar a los
encontrados para las asociaciones de a* con la concentracién [pg cm™] y el contenido [mg
gPS™] de pigmentos. Los resultados indican que las hojas mas pigmentadas son capaces
de contrarrestar el efecto paquete, ya que sufren proporcionalmente un menor
empaguetamiento. En funcion de la colinearidad entre el grosor de hoja, la densidad de
hoja y el contenido de pigmentos [mg gPS™], y considerando su efecto sobre A y los
pigmentos por seccién transversal, se infiere que T. testudinum y probablemente los
pastos marinos de anatomia foliar similar, pueden producir hojas mas gruesas, con
contenidos menores de pigmentos por seccion transversal de hoja sin comprometer su
capacidad de absorcién de luz. En base a las variables grosor, densidad de hoja y
contenido de pigmentos, se reconocieron tres tipos de segmentos de hoja asociados a su
desarrollo ontogénico. Los cambios morfologicos asociados a estos segmentos permiten a
la planta ajustar los valores de a*, que a lo largo de la hoja y entre praderas son minimos.
El andlisis de la respuesta fotoaclimatativa de las hojas de T. testudinum confirma que el
dosel de la pradera ejerce un fuerte control sobre el campo luminico foliar. Las respuestas
fotoaclimatativas a baja luz fueron producir segmentos de hoja mas gruesos, de mayor

grosor de epidermis y menor densidad de hoja, asi como, una mayor densidad de



pigmentos [mg m?]. A alta luz, se presentaron las caracteristicas inversas; pero para
ambos tipos de segmento la eficiencia de absorcion de luz de los pigmentos, a*, se
mantuvo constante. El efecto mas claro de la luz sobre la variacion de la respuesta
fotoaclimatativa de la hoja se observé dentro de cada pradera y sobre una misma hoja, en
el patrén de reduccion de la densidad de pigmentos y de la capacidad de absorcién de luz
hacia la zona apical que es la méas iluminada del dosel. El grosor de epidermis es quizas
el descriptor morfologico mas fuertemente regulado por la luz. Por ultimo, se determino
que la presencia de cristales de oxalato de calcio dentro de los protoplastos de T.
testudinum mejoran a* en comparacion con los protoplastos de Syringodium filiforme. Este
resultado permite concluir que una de las principales funciones de los cristales de oxalato
de calcio es regular las propiedades oOpticas de las hojas de T. testudinum. Este estudio
presenta por primera vez evidencias que soportan la hipétesis de que los cristales de
oxalato de calcio en el reino vegetal pueden tener una funcion clave en la determinacién
de las propiedades O6pticas del tejido fotosintético. Los resultados obtenidos en este
estudio confirman que las hojas de T. testudinum son capaces de ajustar su habilidad
para colectar luz y optimizar la eficiencia de absorciébn de luz de sus pigmentos
fotosintéticos, gracias a la variacion de su morfologia. La respuesta fotoaclimatativa de la
hoja, por tanto, debe ser capaz de desplegar estrategias adecuadas de variacion en el
contenido de pigmentos y en su morfologia para mantener la produccién fotosintética,

minimizar el fotodafio y optimizar a* a lo largo de su desarrollo.



|. Introduccion.

1.1 Luz y Fotosintesis.

La luz es el factor principal que determina la distribucién y abundancia de los
organismos fotosintéticos tanto en ambientes terrestres como acuaticos, debido
a que proporciona la energia necesaria para el crecimiento de los organismos,
gracias al proceso fotosintético (Boardman, 1977; Bjorkman, 1981). En
ambos ambientes la luz ejerce un fuerte control sobre los organismos debido a
la gran variacion espacio-temporal del campo luminico al que estdn expuestos
(Kirk, 1994). En los ambientes acuéticos existe un fuerte gradiente luminico en
la columna de agua, pero también (y de forma similar a ambientes terrestres)
dentro del dosel de las comunidades de macréfitas bentonicas (Enriquez et al.,
2002).

La fotosintesis es el proceso por el cual los organismos capturan energia
solar en las membranas tilacoidales (dentro de los cloroplastos) y la
transforman en energia quimica que posibilita la sintesis de moléculas
organicas, libera oxigeno y soporta el desempefio del organismo, es decir, su
crecimiento y adecuacién (Boardman, 1977; Bjérkman, 1981; Horton et al.,
1996; Falkowski & Raven, 1997; Blankenship, 2002). Especificamente, las
estructuras supramoleculares encargadas de capturar la luz disponible en el
ambiente, son los sistemas colectores de luz o antenas formados por
complejos pigmentos-proteinas, que conducen la energia de excitacion al
centro de reaccion fotoquimico, estas estructuras y los centros de reaccién
forman los fotosistemas. Las antenas funcionan como un embudo, en donde
los pigmentos colocados en la periferia de las antenas colectan fotones de alta
energia y los del centro, fotones de baja energia. Asi que, la energia de
excitacion se mueve de una zona de alta a baja energia por resonancia
electromagnética, lo que permite la migraciéon de los estados electronicos
excitados entre pigmentos, dirigiéndola hacia el centro de reaccion de cada uno
de los fotosistemas (Blankenship, 2002).

Los centros de reaccion estan formados por un tipo especifico de clorofila
a, que forma un dimero capaz de donar un electron a un primer aceptor y llevar

a cabo la primera separacion de carga y la primera transformacion de la



energia luminica en quimica dentro de la membrana fotosintética. La clorofila a
es el unico pigmento universal presente en todos los organismos que utilizan
fotosintesis oxigénica y es facilmente reconocida pues su pico de absorcion en
el rojo (675-680nm) tiene minima interferencia con el resto de pigmentos
accesorios. El centro de reaccion esta embebido en la membrana tilacoidal y
transforma la energia solar colectada por las antenas en energia quimica
utilizable en los distintos procesos metabdlicos del organismo (Falkowski &
Raven, 1997; Blankenship, 2002). ElI dimero de clorofila a del centro de
reaccion, es el primer donador de electrones de la cadena transportadora de
electrones del tilacoide, ésta cadena esta formada por diversas moléculas que
actian primero como aceptores y luego como donares de electrones
(secuencia de donadores/aceptores del fotosistema Il: feofitina, plastoquinonaa,
plastoquinonag, citocromoy, plastocianina). EI nUmero de centros de reaccién
es variable entre especies y respuestas fotoaclimatativas, pues varia en funcion
de las caracteristicas fotosintéticas de la especie y del campo luminico al que
estd sometido un organismo a lo largo de su historia de vida, e incluso puede
presentar variaciones diarias y/o estacionales en funcion de la irradiancia
(Sukenik et al., 1990). También se ha sefialado el potencial efecto de los
recursos disponibles y necesarios para su fabricacidbn sobre esta variacion
(Iglesias-Prieto & Trench, 1994).

Las antenas conducen la energia de excitacién al centro de reaccion mas
rapidamente que la tasa de salida de esta energia del fotosistema Il a través de
las distintas reacciones que relajan los estados excitados de la antena. Esto
conduce a una fuerte limitacion de la tasa de conversiéon de la energia luminica
en quimica cuando aumenta fuertemente el flujo de fotones absorbidos en las
antenas de las membranas fotosintéticas. En estas condiciones se activan
mecanismos de disipacion de la energia absorbida en exceso, fotoprotectores,
para minimizar el dafio que puede sufrir la membrana fotosintética al
extenderse el tiempo de vida del estado excitado de los pigmentos, ya que en
estas condiciones aumenta considerablemente la probabilidad de que la
clorofila adquiera el estado triplete, que es una molécula fuertemente reactiva y
oxidante que provoca dafio celular y del aparato fotosintético.

Para que los organismos fotoautétrofos puedan regular sus procesos

fisiologicos a través de la fotosintesis, deben primero ajustar su capacidad y



eficiencia de absorcion de luz, a la luz disponible en el ambiente y regularlo a
su capacidad enzimatica de fijaciébn de carbono organico, éstas caracteristicas
Opticas del organismo dependen particularmente de la estructura fotosintética
(i.e., célula, hoja, talo), asociadas a la distribucion y contenido de pigmentos,

asi como, a la morfologia y anatomia de la estructura.

1.2 Absorcién de luz.

Desde el punto de vista fisico, la absorcién de luz es el proceso por el cual un
electron de la materia que lo absorbera es conducido a un estado excitado,
debido a que la absorcion de un fotén induce un cambio en el estado de la
energia de sus atomos o moléculas (Falkowski & Raven, 1997). En los
organismos fototrofos, la cosecha o absorcion de luz, light harvesting, se refiere
a la capacidad de un sistema de complejos pigmentos-proteinas especializados
en colectar luz y en transferir esta energia al centro de reaccion fotosintético
(Horton et al., 1996). Cada fotdén de luz absorbido puede excitar Unicamente a
una molécula y solo lo absorbe una porcion de ésta, denominado cromoéforo
(i.e. con anillo tetrapirrdlico abierto o cerrado, caracteristico de las clorofilas y
carotenoides, Figura 1) (Falkowski & Raven, 1997).

La cantidad de luz que potencialmente puede absorber o colectar la
célula o estructura fotosintética depende del tamafio Optico efectivo de los
sistemas colectores de luz o antenas. El tamafio éptico efectivo depende: i) del
tamafo de la antena de cada centro de reaccion; ii) del numero y grado de
conectividad de los centros de reaccion, es decir, de la organizacion estructural
de la membrana fotosintética; iii) de la distribuciéon de pigmentos dentro de la
estructura fotosintética; y iv) de la forma de la estructura fotosintética. Estas
caracteristicas Opticas son fundamentales para determinar no solo la dosis de
luz (fraccidn de luz absorbida por la estructura fotosintética foliar del total de luz
disponible en un dia en un segmento-area, expresado como mol cuanta m™
dia™) que un organismo es capaz de colectar, sino también la eficiencia
cuantica del proceso fotosintético. La eficiencia cuantica de la fotosintesis es la
habilidad con la que el proceso fotosintético transforma la energia luminica
absorbida en energia quimica (i.e., moles de carbono fijado en moléculas
organicas por mol de fotones absorbidos). Esta eficiencia también esta

influenciada por otros procesos fotosintéticos no ligados a la absorcion de luz



sino: i) a la eficiencia fotoquimica de separacion de carga en los centros de
reaccion; ii) al nimero de centros de reaccion y su tasa de reapertura, 1/t, asi
como, iii) a la capacidad de fijar carbono inorgénico en la fase enzimética de la
fotosintesis (Iglesias-Prieto & Trench, 1994, 1997a).

Figura 1. Estructura de la molécula de clorofila a, formada por un anillo tetrapirrélico
cerrado y un segmento del grupo fitol. Tomada de
http://lwww.peleteiro.es/departamentos/ biologia/2_BAC_biologia/clorofila.gif y
modificada para su presentacion.

1.3 Tamafio Optico efectivo de la estructura fotosintética.

El tamafio Optico efectivo de los pigmentos fotosintéticos describe la
probabilidad de interaccion entre los fotones de una longitud de onda especifica
y la concentracibn de moléculas presentes en una seccion transversal con
capacidad de absorberlos (Falkowski & Raven, 1997). Estd conformado por
los sistemas colectores de luz o antenas y los centros de reaccion del PSI y
PSII, y se conoce también como la seccién Optica transversal de pigmentos. En
términos biologicos, la seccion transversal Optica funcional proporciona una
medida del tamafio o magnitud de la unidad funcional de pigmentos que
abastece al centro de reaccién durante el proceso fotoquimico primario de la
fotosintesis (Falkowski et al., 1981; Falkowski & LaRoche, 1991; Falkowski
& Raven, 1997), y que define a la unidad fotosintética (PSU, sensu FalkowskKi
et al., 1981).



En los organismos pluricelulares, la seccién Optica transversal de
pigmentos esta conformada por la estructura fotosintética completa, las hojas
de las plantas superiores y los talos de las macroalgas. Estas estructuras
varian fuertemente en su anatomia interna y en la distribucién de los pigmentos
fotosintéticos dentro de ellas. Por ejemplo, en las hojas de Mentha aquatica
una molécula de pigmento se puede encontrar en cualquiera de los dos tipos
de mesdfilo, parénquima de empalizada y/o mesdfilo esponjoso (Enriquez &
Sand-Jensen, 2003), pero en las hojas del pasto marino Thalassia testudinum,
el volumen foliar que contiene pigmentos se limita solamente a las células

epidérmicas (Figura 2).

Figura 2. Seccion transversal éptica de la hoja bifacial tipica de plantas terrestres Mentha
aquatica (foto S. Enriquez) (a) y de la hoja del pasto marino tropical Thalassia testudinum
(foto L. Legaria-Moreno) (b).

Estas diferencias entre especies en su anatomia foliar y en la
distribucién de los pigmentos en el tejido, resultan en cambios muy
significativos de sus caracteristicas 6pticas, y, por tanto, de la habilidad de los
pigmentos para colectar la luz dentro del tejido. Asi que, la seccion Optica
transversal de los pigmentos puede variar extraordinariamente entre especies
dependiendo de las caracteristicas épticas de su tejido fotosintético.

La variabilidad de la seccion o6ptica transversal de los pigmentos

fotosintéticos, es también una importante respuesta fotoaclimatativa de los



organismos a las variaciones del campo luminico al que estan expuestos
(Falkowski & Raven, 1997). Por ejemplo, los organismos incrementan la
seccion transversal a baja luz para facilitar eficientemente la absorcion de
energia luminica y la transferencia de la excitacion entre los pigmentos
fotosintéticos, mientras que a alta luz, la reducen para disminuir la dosis
efectiva y por tanto el fotodafio (Blankenship, 2002).

El aumento del contenido de pigmentos conduce a una fuerte
disminucién de su habilidad para colectar luz, al estar los pigmentos
estructuralmente muy proximos, pero facilitando la transmision de la excitacion;
esto trae como consecuencia un efecto de autosombra entre ellos. Este
fendmeno que experimentan los organismos fotosintéticos in vivo se conoce

como efecto paquete.

1.4 Efecto paquete.

El efecto paquete se presenta cuando los pigmentos se encuentran ordenados
y empaquetados en estructuras vivas como complejos pigmentos-proteinas,
apilados dentro de tilacoides, cloroplastos, células y/o tejidos (Kirk, 1994). Este
fendmeno ha sido empirica y teéricamente estudiado en suspensiones in vitro
de algas (Duysens, 1956; Kirk, 1975, 1976, 1994) y para poblaciones
naturales de fitoplancton (Morel & Bricaud, 1981). La explicacion de este
fendmeno se encuentra en la misma organizacion de los sistemas colectores
de luz o antenas, que han evolucionado como avenidas de transmision de
excitones hacia el centro de reaccion para facilitar el proceso fotoquimico y
permitir un flujo continuo de electrones, permitiendo una eficaz transferencia de
la excitacién entre pigmentos situados muy préximos el uno del otro, pero a
costa de una reduccion importante de su eficiencia de absorcion de luz, debido
al sobrelapamiento y consecuente autoensombramiento de los pigmentos en
las membranas fotosintéticas.

Para cuantificar el efecto paquete se han utilizado tres metodologias
distintas: i) comparando las diferencias entre los espectros de absorcion in vivo
de células intactas y células rotas (Geider & Osborne, 1992; Kirk, 1994)
(Figura 3); ii) describiendo el patrén de reduccion de la eficiencia de absorcién
de luz de los pigmentos en funcion de la variacion de los pigmentos por unidad

de area proyectada (Geider & Osborne, 1992; Enriquez & Sand-Jensen,



2003); vy iii) estimando un factor 3, que resulta de comparar los valores de
absorcion de luz de los pigmentos en la estructura intacta y los valores de
absorcion de luz de una concentracidén similar de pigmentos extraidos en un
solvente organico (Ruhle & Wild, 1979). Valores 3 > 1 describen el grado de
intensificacion de la absorcion gracias a la habilidad del tejido para dispersar la
luz, éste factor depende del indice refractivo de la muestra (hoja o talo), sus
caracteristicas opticas y del contenido de pigmentos que es uno de los factores
mas importantes en la regulacion de la amplificacion del paso éptico, ya que
conforme aumenta el contenido de pigmentos, el factor 3 disminuye (Ruhle &
Wwild, 1979).
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Figura 3. Comparacién del empaquetamiento de los pigmentos, en funcion de la
absorcion de células enteras y rotas de dinoflagelados en cultivo, Symbiodinium
pilosum. Tomada de Enriquez, 2005a.

La forma mas comun de expresar la magnitud del efecto paquete, misma
que se utiliza en el presente estudio, es por medio del analisis de la variacion
del coeficiente especifico de absorcion [a*, m? mg™] (Geider & Osborne, 1992;
Kirk, 1994) en funcién de la variacion del contenido de pigmentos por unidad
de area proyectada. El coeficiente especifico de absorcion se calcula con la
expresion (Enriquez et al., 2005) a*=(D/p) In 10, donde, D es la absorbancia
determinada con el espectrofotometro, p, es el contenido en pigmentos por
unidad de area proyectada, y el factor In 10 aparece al transformar logaritmos
de base e en logaritmos de base 10.

En poblaciones de fitoplancton se ha determinado que el efecto paquete



es mayor en: i) los picos de maxima absorcion de luz; ii) en células con
mayores concentraciones intracelulares de pigmentos, Ci; y iii) en células de
mayor tamafio (diametro celular equivalente, d) (Morel & Bricaud, 1981;
Geider & Osborne, 1992; Kirk, 1994).

La utilidad del coeficiente especifico de absorcion, se debe a que
permite cuantificar el efecto paquete y comparar la magnitud del
autoensombramiento de los pigmentos entre diferentes estructuras
fotosintéticas pertenecientes a distintos grupos taxondmicos de organismos
fotosintéticos, con un descriptor universal. Esto se debe a que las
comparaciones se realizan en base al grado de empaquetamiento del Unico
pigmento comun a todos ellos, la clorofila a en su pico de maxima absorciéon en
el rojo (absorbancia a 680nm para plantas y a 675nm para células
fitoplancténicas), que es dénde tiene minima interferencia con los pigmentos
accesorios. La clorofila a es un pigmento universal que se encuentra en todos
los organismo fotoautétrofos y por eso el coeficiente especifico de absorcion
referido a ella puede ser utilizado como un descriptor universal entre distintas

estructuras fotosintéticas.

1.5 Dispersion multiple.

El fenbmeno que permite que estructuras dispersivas como las hojas puedan
intensificar su capacidad de absorber la luz (factor  >1, Ruhle & Wild, 1979)
es la dispersion mdltiple. Enriquez & Sand-Jensen (2003) examinaron hojas
de Mentha aquatica crecidas bajo condiciones experimentales, estimando
valores entre 0.617 y 1.273 para el factor p de Ruhle & Wild (1979). Estos
resultados confirmaron el efecto amplificador de la dispersion multiple sobre la
capacidad de absorcion de luz de los pigmentos fotosintéticos en algunas de
las hojas de esta especie anfibia (valores del factor f >1), mientras que otras
hojas presentaron valores que indicaban un mayor peso del efecto paquete
(valores del factor p <1). Esto indica que a pesar del fuerte efecto paquete que
sufren los pigmentos dentro de las estructuras fotosintéticas, los organismos
han podido contrarrestarlo y mejorar la eficiencia de absorcién de luz gracias a
la aparicion de estructuras y anatomias que favorecen la dispersion multiple.

Por medio de este fendmeno, se consigue alargar el paso éptico efectivo de la
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luz al ingresar los fotones en un medio dispersivo, como el tejido pluricelular de
las hojas (Ruhle & Wild, 1979) o una suspension de células fitoplancténicas
(Osborne & Geider, 1989), lo que provoca el aumento de la probabilidad de
que un fotdn se absorba y, consecuentemente, que la eficiencia de absorcién
de luz por unidad de pigmento incremente.

Geider & Osborne (1992), encontraron que las células del fitoplancton
pueden modificar el campo de luz en su entorno debido a la difraccion de luz
por el efecto de borde de las células, lo que incrementa la dispersion por
reflexion mudultiple interna. En macroalgas marinas, Ramus (1978, 1990)
encontré que algunos tejidos pluricelulares como los de Codium fragile pueden
actuar como guias Opticas, canalizando la absorcién de luz. En hojas de
plantas terrestres con baja densidad de pigmentos, Ruhle & Wild (1979)
observaron que estas estructuras dispersivas intensifican hasta seis veces la
absorbancia, debido al alargamiento del paso Optico efectivo de la luz,
evaluado con el factor 3. Otras evidencias del efecto de la dispersion multiple
en el interior de las hojas de plantas terrestres, muestran que la intensidad
luminica dentro de la hoja puede llegar a intensificarse entre dos y tres veces
comparada con el campo luminico externo (Vogelmann & Bjorn, 1986).
Terashima & Saeki (1983) encontraron diferencias significativas en las
propiedades Opticas del mesdfilo de empalizada y del esponjoso de las hojas
de Camellia japonica y C. communis. Estos autores encontraron que el tejido
esponjoso presentd una mayor capacidad para reflejar la luz debido a la
refraccidon celular y al aire intercelular, mientras que el parénquima de
empalizada mostré una mayor habilidad para canalizarla hacia el interior de la
hoja.

Un ejemplo de un extraordinario aumento de la capacidad de absorcion
de luz por medio del fendmeno de la dispersion mdltiple ha sido reportado
recientemente por Enriquez et al. (2005), caracterizando la capacidad de
absorcion de luz de superficies de coral intactas. Estos autores reportan que
los dinoflagelados simbiontes dentro del coral Porites branneri absorben entre 2
y 5 veces mas luz que una suspension de células de la misma poblacion de
dinoflagelados simbiontes extraidos del esqueleto de coral. Enriquez et al.
(2005) concluyen que el esqueleto de coral por medio de la dispersion multiple

y gracias a los cristales de aragonita, es el que le confiere a los simbiontes esta
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extraordinaria habilidad para colectar luz. Los corales son capaces de colectar
mas del 95% de la radiacion solar incidente, con una densidad de pigmentos
casi diez veces inferior a las hojas de plantas terrestres.

En los casos anteriormente descritos se observa claramente que el
fendmeno de la dispersion mdltiple proporciona una solucién evolutiva que
contrarresta el empaquetamiento de los pigmentos, al incrementar la capacidad

y/o eficiencia de absorcion de luz de los pigmentos fotosintéticos.

1.6 Respuesta de los organismos a la variabilidad del campo luminico.

Los organismos han sido capaces de modificar su desempefio fotosintético
dependiendo de las condiciones ambientales, particularmente del campo
luminico al que estan expuestos. Las respuestas a las condiciones ambientales
son especificas y dependientes de las necesidades de los organismos ante los
recursos disponibles, por lo que las caracteristicas desplegadas varian entre
genotipos, poblaciones y especies (Huner et al., 1998; Sultan, 2000, 2004).
Ante la variabilidad ambiental, los organismos son capaces de desplegar cierta
plasticidad fenotipica que se presenta cuando un genotipo es capaz de
expresar diferentes fenotipos. La plasticidad fenotipica esta influenciada por la
trayectoria ontogénica del organismo, ya que en cada etapa del desarrollo se
enfrenta a condiciones ambientales distintas (Callahan & Pigliucci, 2002;
Sultan, 2003, 2004).

La amplia variabilidad de condiciones ambientales a las que se enfrentan
los organismos, los induce a desplegar respuestas diferenciales dependientes
de la frecuencia de la presion o de la frecuencia de la variacion, ya que los
organismos expresaran ciertas capacidades aclimatativas (en tiempo
ecologico) dentro del rango de variacion adaptativo desarrollado (en tiempo
evolutivo) (Huner et al., 1998). La capacidad de aclimatarse permite a los
individuos, dentro de los limites de tolerancia de su genotipo, la expresion de
respuestas fisiolégicas ante la variabilidad ambiental (Iglesias-Prieto &
Trench, 1997b). La capacidad foto-aclimatativa se refiere particularmente a la
expresion de respuestas fisiologicas frente a la variabilidad del campo luminico.
El proceso fotoaclimatativo es fisiolégico y distinto de la adaptacién (sensu
Bjorkman, 1981) que implica un proceso evolutivo (Falkowski & LaRoche,

1991), con modificaciones en el organismo a nivel genético (Huner et al.,
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1998). El proceso fotoaclimatativo comprende respuestas ontogénicas
resultado de modificaciones fisioldgicas asi como bioquimicas a nivel individual
(Iglesias-Prieto & Trench, 1997b), y ocurre en respuesta a los cambios del
campo luminico de intensidad y distribucion espectral (Falkowski & LaRoche,
1991). Por otro lado, el proceso adaptativo se refiere a las modificaciones
evolutivas de los limites de la capacidad de estas respuestas pero a nivel
poblacional (Iglesias-Prieto & Trench, 1997b). La fotoaclimatacion se realiza a
distintos niveles: i) morfoldgico, como cambios en el volumen de la estructura
fotosintética, el numero y densidad de las membranas tilacoidales, etc.; ii)
bioquimico, como cambios en el contenido y composicion de pigmentos y
lipidos; vy iii) fisiologico, nivel en que los cambios se dan regularmente en los
requerimientos minimos cuanticos para la evolucién del oxigeno fotosintético,
asi como, en la respiraciéon y en la tasa de crecimiento (Falkowski & LaRoche,
1991). Las respuestas fotoaclimatativas combinan respuestas a distintos
niveles de organizacién (antena, cloroplasto, tejido, organismo) (Bjorkman,
1981; Raven, 1986) de cualquiera de los componentes del proceso
fotosintético como la colecta de luz, la fotoproteccion, la separacion de cargas,
el transporte de electrones y la fijacion de carbono (lglesias-Prieto & Trench,
1994, 1997a).

Aunque las respuestas fotoaclimatativas de los organismos son
diferenciales debido a la variabilidad del campo luminico, existen patrones
tipicos ante la baja irradiancia como: i) aumentar la densidad de pigmentos
(Boardman, 1977; Bjorkman, 1981), ya sea incrementando el nimero o
tamafo de los PSU (Falkowski & Dubinsky, 1981; Falkowski & LaRoche,
1991; Iglesias-Prieto & Trench, 1994, 1997ab); ii) variando la distribucion, tipo
y grosor de los tejidos dentro de las hojas (Terashima & Saeki, 1983); iii)
reduciendo la densidad de haces foliares, por ejemplo en pastos marinos
(Dalla-Via et al., 1998; Dawes, 1998; Olesen et al., 2002; Enriquez &
Pantoja-Reyes, 2005); vi) aumentando la tasa fotosintética a luz subsaturante;
v) reduciendo la tasa respiratoria para disminuir las pérdidas de carbono; vi)
reduciendo los requerimientos minimos quanticos; e vii) incrementando el area
foliar total de la planta (Enriquez et al., 2002; Olesen et al., 2002). Por lo
tanto, a baja luz se realiza una mayor inversion en la estructura responsable de

la fase luminica-fotoquimica del proceso fotosintético, mientras que a alta luz
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los cambios se centran en: i) mejorar los mecanismos de fotoproteccion para
favorecer la disipacion del exceso de energia absorbida (Iglesias-Prieto &
Trench, 1997a); ii) reducir la seccion transversal de absorcion; vy iii) facilitar los
procesos enzimaticos (Knapp & Carter, 1998) disminuyendo el fotodafio y la
fotoinhibicion, para mantener una alta tasa fotosintética gracias al
mantenimiento operativo del ciclo de reparacion del PSII (Horton, et al., 1996).

En resumen, la relacibn entre la respuesta fotoaclimatativa de la
estructura fotosintética y la habilidad para capturar luz de los organismos es
fuertemente dependiente de la variacion en la forma de la hoja, lo que
condiciona importantes cambios en la eficiencia para colectar luz, y puede
también afectar la eficiencia de la asimilacion de carbono fotosintético, con
importantes consecuencias en el crecimiento y adecuacién de la planta
(Ramus, 1990; Enriquez & Sand-Jensen, 2003).
1.7 Absorcion de luz en hojas de fanerégamas marinas. Caso especifico
de la especie tropical Thalassia testudinum.
Los pastos marinos son organismos bénticos, procedentes de ambientes
terrestres, que recolonizaron el ambiente marino hace ~90-120 millones de
afos (den Hartog, 1970). Como consecuencia de su adaptacion al ambiente
marino, desarrollaron una especial anatomia de la estructura foliar. Las hojas
de los pastos marinos, en su mayoria, permanecen sumergidas y bajo un
régimen salino, por lo que han perdido los estomas y desplegado una cuticula
delgada que facilita el intercambio gaseoso y de solutos con el microambiente
(Tomlinson, 1980). Las hojas han desarrollado una epidermis pigmentada y
han perdido el mesodfilo especializado de las hojas bifaciales terrestres, al
desarrollar un mesdéfilo no pigmentado, formado por células con grandes
vacuolas que delimitan el sistema lacunar. Este nuevo tejido se conoce con el
nombre de aerénquima (Kuo & McComb, 1989). El pequefio volumen que
ocupa la uUnica capa de células epidérmicas que contiene los pigmentos
fotosintéticos, induce a pensar que éstos estan fuertemente empaquetados, lo
que podria implicar una pérdida importante de la eficiencia de absorcion de luz
de las hojas de los pastos marinos en su adaptacion al ambiente marino.

Sobre las propiedades o6pticas de las hojas de los pastos marinos
existen pocos trabajos. Los primeros reportes fueron los de Enriquez et al.

(1992) y Enriquez et al. (1994). Estos autores recolectaron diversas especies
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de pastos marinos y talos de un gran diversidad de macroalgas localizados en
distintas partes del mundo, y realizaron un analisis comparativo de la variacion
de sus propiedades Opticas. Estos autores encontraron que la eficiencia de
absorciéon de luz decrece conforme incrementa la densidad de pigmentos, es
decir, determinaron que los pigmentos dentro de las hojas de pastos marinos
estdn empaquetados y que considerando el mayor rango de variacion
morfolégica de las macréfitas marinas, la variacion de la capacidad de absorber
luz esta fuertemente afectada por el grosor de la estructura fotosintética. Sin
embargo, en el trabajo de Enriquez et al. (1992) limitado a la comparacion de
las hojas de los pastos marinos, no encontraron ningun efecto del grosor de la
hoja sobre la variacion de las propiedades de absorcién de luz de éstos.

En estudios mas recientes, Cummings & Zimmerman (2003) analizaron
la variacion de la absorptancia par y del coeficiente de absorcion de pigmentos,
en las hojas de los pastos Thalassia testudinum y Zostera marina. Estos
autores encontraron una variacion entre 48 y 56% de la absorptancia pag, Y
determinaron la existencia de un severo empaquetamiento debido a la
estructura de la hoja que restringe los cloroplastos a una delgada epidermis
(20% del volumen total, segun Tomlinson, 1980). Sin embargo, estos autores
no consideran que esta pérdida de eficiencia en la absorcion de luz de las
hojas de los pastos marinos tenga consecuencias en su capacidad de
supervivencia y fotoaclimatacion. Enriquez (2005b) confirmé en su estudio
que, los pigmentos en las hojas de T. testudinum sufren un fuerte efecto
paquete, y describe por primera vez la magnitud de este empaquetamiento
(factor de escala corregido, sensu Niklas, 1994, -0.75). Sefialando que el
empaquetamiento disminuye al aumentar la densidad de pigmentos de un
modo ligeramente inferior al que experimentan los pigmentos fotosintéticos en
hojas que conservan la anatomia foliar bifacial tipica de plantas terrestres,
como son las hojas de la planta anfibia, Mentha aquatica cuyo factor de escala
(factor de escala corregido, sensu Niklas, 1994), fue reportado de -0.85 a —
0.90 (Enriguez & Sand-Jensen, 2003). Aunque esta caida de la eficiencia de
absorcion de los pigmentos en las hojas de T. testudinum es ligeramente
inferior a la reportada para M. aquatica y aunque los valores del coeficiente
especifico de absorcion de la clorofila a reportados para las hojas poco

pigmentadas de T. testudinum fueron mucho mayores que los valores mas
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altos determinados para M. aquatica por Enriquez & Sand-Jensen (2003),
Enriquez (2005b) encontré que las hojas de T. testudinum son menos
eficientes para absorber luz, en promedio 38%, que las hojas de M. aquatica.
Este resultado podria indicar que la nueva anatomia foliar desarrollada por los
pastos marinos en su adaptacion al medio marino ha supuesto una pérdida
significativa de eficiencia en la capacidad de los pigmentos para absorber luz
(Enriguez, 2005b). Sin embargo, al comparar en el mismo estudio la eficiencia
de absorcion de luz de las hojas de M. aquatica con la eficiencia de las hojas
de 12 especies de pastos marinos, incluyendo a T. testudinum, esta autora
encontré que los pastos marinos de zonas templadas presentan una mayor
eficiencia para absorber luz (1.4 veces mayor), con similares densidades de
pigmentos, que las hojas de M. aquatica (Figura 4), por lo que no se puede
concluir que la anatomia foliar de los pastos marinos haya conducido

necesariamente a un aumento del efecto paquete de sus pigmentos.
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Figura 4. Variacion del coeficiente especifico de absorcidn, a*sg, en funcién de la
variacion de la densidad de clorofila a, para hojas de Thalassia testudinum (circulos
negros) y Mentha aquatica (cuadros blancos). Los cuadros grandes blancos y las barras
verticales, media £ D.E., son valores de a*s para 12 pastos marinos y para Posidonia
oceanica, Po., Cymodosea nodosa, Cn., Zostera marina, Zm. y Z. noltii, Zn. Tomada de
Enriquez, 2005b.

Los resultados sugirieron que la anatomia desarrollada por los pastos

marinos es capaz de contrarrestar eficientemente el efecto paquete gracias al
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esparcimiento multiple en el interior del tejido, particularmente del sistema
lacunar y, por tanto, podria contribuir significativamente a mejorar la capacidad
y eficiencia de absorcién de luz de los pigmentos. ¢Como consigue el tejido
foliar de los pastos marinos mejorar su habilidad para absorber la luz de los
pigmentos fotosintéticos? Esta es precisamente la pregunta planteada en el
presente estudio y para contestarla se propone realizar un analisis comparativo
de la variacion de la capacidad y eficiencia de absorcién de luz de las hojas de
Thalassia testudinum, en funcién de la variacién de su morfologia foliar y su
densidad de pigmentos. Para ello fue necesario generar en primer lugar una
base de datos suficientemente amplia, capaz de recoger la variabilidad natural
gue experimentan estas hojas en la laguna arrecifal de Puerto Morelos a lo
largo de un gradiente de profundidad. La descripcion de la existencia de
cristales de oxalato de calcio dentro de las células epidérmicas de T.
testudinum (Dobbs et al., 2004) que se reportd durante el desarrollo inicial de
la colecta de datos, obligd a incluir en este estudio el analisis de la posible
contribucién de estos cristales a mejorar la capacidad y eficiencia para
absorber luz de los pigmentos fotosintéticos a través de la dispersion multiple,
como sugirio Enriquez (2005b) e indican Franceschi & Nakata (2005) como
una de las posibles funciones de la presencia de los cristales de oxalato calcico

en las hojas de plantas terrestres.

1.8 Variacion natural del campo luminico de las hojas de los pastos
marinos.
Las hojas de los pastos marinos estdn expuestas a un campo luminico
cambiante debido a la variacion de la disponibilidad de luz a tres niveles: i)
dentro de la columna de agua por los cambios de la irradiancia en profundidad,;
i) dentro del dosel de cada pradera; y iii) por el efecto de los epifitos que
incrementan su densidad hacia las zonas mas viejas de la hoja (Dalla-Via et
al., 1998; Cebrian et al., 1999; Enriquez et al. 2002, Enriquez & Pantoja-
Reyes, 2005, Enriquez, 2005b; Collier et al., 2007).

Las primeras medidas directas de la variacion que experimenta el campo
luminico en el interior del dosel de los pastos marinos la realizaron Enriquez et
al. (2002) sobre una pradera somera dominada por Thalassia testudinum en

una laguna arrecifal. En dicho estudio se encontré que el 80% de la luz
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incidente se atenua en los primeros cinco centimetros dentro del dosel de T.
testudinum, por lo que solo el 1% de la irradiancia alcanza el sedimento.
Enriquez et al. (2002) demostraron que la atenuacién de luz dentro del dosel
de las hojas de T. testudinum puede generar una variacion en unos pocos
centimetros (~20cm) de hasta tres ordenes de magnitud, lo que condiciona
fuertemente la respuesta fotoaclimatativa a lo largo de la hoja. Asi mismo, se
estim6 que un segmento de la base de la hoja, al crecer, experimenta un
incremento del campo luminico del 2%, considerando una tasa de elongacion
de 0.4cm dia™ (Olivé et al., 2005).

En funcién de la variabilidad del campo luminico, los pastos marinos han
desarrollado estrategias especificas para compensar los cambios tanto diurnos
(Enriquez et al., 2002) como estacionales (Alcoverro et al., 1995; Enriquez et
al., 2004). Las respuestas fotoaclimatativas de los pastos se pueden presentar
a nivel de hoja (i.e., membrana fotosintética, tejidos), haz (organismo completo,
i.e., numero de hojas, altura del haz) y estructura poblacional (i.e., densidad de
haces, biomasa) (Olesen et al., 2002). Dalla-Via et al. (1998) compararon la
respuesta fotoaclimatativa de las hojas de Posidonia oceanica procedentes de
dos praderas, situadas a diferentes profundidades (3 y 10m) y de segmentos
de hojas situados a diferentes niveles dentro del dosel, encontrando que con
una diferencia de profundidad de siete metros, se inducen respuestas similares
a las que se encuentran en una variacion de apenas unos centimetros dentro
del dosel. Estos autores explican estas similaridades como una respuesta
estructural natural de las praderas de P. oceanica situadas a mayor
profundidad y, por tanto, a baja luz, de reducir la densidad de haces y la
longitud total de las hojas para compensar la atenuacion de luz en la columna
de agua y aumentar la intensidad luminica foliar en el interior del dosel. La
disminucién de la densidad de haces con el aumento de la profundidad también
se ha reportado para distintas praderas de pastos marinos (i.e, Dawes, 1998;
Olesen et al., 2002; Olivé et al., 2005; Collier et al., 2007). Olesen y
colaboradores (2002) sugirieron que en praderas de pastos marinos con alta
densidad de biomasa foliar, la aclimatacion en profundidad puede estar
influenciada tanto por la atenuacion de luz en la columna de agua, como por los
cambios del campo luminico dentro del dosel, determinando que tanto

Posidonia oceanica como Cymodocea nodosa redujeron la densidad de haces
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al incrementarse la profundidad. Olesen et al. (2002) sugirieron que esto
puede explicar la ausencia de patrén en profundidad de la respuesta fisiologica
de la hoja en especies de mayor tamafio como P. oceanica. Olivé et al. (2005)
aportan por primera vez una descripcion de la variacién del campo luminico en
el interior del dosel asociada a la variacion de la morfologia de la pradera con la
profundidad, indicando que la disminucién exponencial de la densidad de haces
con la profundidad es una respuesta fotoaclimatativa de la pradera para reducir
la autosombra de las hojas y homogenizar el campo luminico en el interior del
dosel. Esta homogenizacion del campo luminico seria la responsable de la falta
de asociacion entre la respuesta fisioldégica de la hoja y la profundidad. Sin
embargo, Cayabyab & Enriquez (2007) examinando en mesocosmos la
plasticidad de la respuesta fisioldgica de las hojas de Thalassia testudinum,
concluyen que las hojas de esta especie presentan ademas una limitada
habilidad fotoaclimatativa para ajustar su aparato fotosintético a condiciones
luminicas de alta irradiancia, comportandose como una planta con una
fisiologia adaptada, en sentido Darwiniano, a baja luz. Su gran éxito ecoldgico
en ambientes someros y fuertemente iluminados como el Caribe, lo explican
gracias a la habilidad del dosel de regular el campo luminico en su interior, lo
que permite disminuir el fotodafio y la sobre-exposicidbn de gran parte de su
superficie foliar y reducir los costos por fotodafio.

En resumen, en estos trabajos se ha concluido que las hojas de los
pastos marinos sufren el efecto paquete, y que éste varia en funcion de la
variabilidad de la densidad de pigmentos por unidad de area (Enriquez et al.,
1992, 1994; Cummings & Zimmerman, 2003; Enriquez, 2005b). También se
ha concluido que las respuestas fotoaclimatativas de las hojas estan
fuertemente reguladas no sélo por la atenuacion de luz en la columna de agua
sino por el efecto del dosel de los pastos marinos en la atenuacion de luz que
llega a la hoja (Dalla-Via et al., 1998; Dawes, 1998; Enriquez et al., 2002;
Olesen et al., 2002; Enriquez & Pantoja-Reyes, 2005; Olivé et al., 2005).

Atendiendo a esto, este estudio que pretende también describir el patron
morfolégico de variacion de la respuesta fotoaclimatativa de las hojas de
Thalassia testudinum, va a considerar dos gradientes de variacién del campo
luminico, uno determinado por la columna de agua en un gradiente de

profundidad y definido por el coeficiente de atenuacion de luz de la columna de
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agua, y otro determinado por el dosel de cada pradera y definido por el
coeficiente de atenuacion de luz dentro del dosel de la pradera (Enriquez et
al., 2002; Enriguez & Pantoja-Reyes, 2005).
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ll. Objetivos.

2.1 Objetivo General:

Analizar el efecto de la morfologia foliar sobre la capacidad y eficiencia de
absorcion de luz de los pigmentos en las hojas de Thalassia testudinum, asi
como, determinar la posible asociacién de la presencia de los cristales de
oxalato de calcio en las células epidérmicas de las hojas de esta especie, con
las propiedades Opticas de sus hojas.

2.2 Objetivos Particulares:

1. Describir la variabilidad del contenido de pigmentos, la morfologia foliar y la
capacidad y eficiencia de absorcién de luz de las hojas de T. testudinum en
seis praderas de la laguna de Puerto Morelos, situadas a lo largo de un

gradiente de luz en profundidad.

2. Examinar las asociaciones de variacion y determinar patrones (relaciones
alométricas) entre los descriptores morfolégicos y los descriptores funcionales
de la capacidad y eficiencia de absorcién de luz de las hojas de T. testudinum.

3. Describir la variacion de la capacidad y eficiencia de absorcién de luz de
segmentos de hojas maduras de T. testudinum en dos gradientes de luz, tanto

en profundidad como dentro del dosel de la pradera.

4. Describir la variacion de la morfologia foliar de la hoja madura de T.
testudinum a lo largo de dos gradientes de luz, tanto en profundidad como

dentro del dosel de la pradera.

5. Analizar la plasticidad fotoaclimatativa de las hojas de T. testudinum y de su

patron de variacion con los cambios observados en la disponibilidad de luz.

6. Determinar la capacidad de los cristales de oxalato de calcio de las células
epidérmicas de T. testudinum para mejorar la eficiencia de absorcién de luz de

los pigmentos fotosintéticos.
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I1l. Area de estudio.

El estudio comparativo general, asi como, la determinacion del papel de los
cristales de oxalato calcico sobre las propiedades Opticas de las hojas de
Thalassia testudinum, no dependen de las condiciones ambientales de un
determinado ecosistema, y por tanto, no requieren de la descripcién de un area
especifica de estudio. Sin embargo, el andlisis de la variacion de la respuesta
fotoaclimatativa de las hojas de esta especie si puede ser dependiente de las
condiciones especificas de la laguna arrecifal de Puerto Morelos, por lo que a
continuacién se describen las caracteristicas de este ecosistema acuatico

costero.

3.1 Descripcion de la laguna arrecifal de Puerto Morelos.

La laguna arrecifal de Puerto Morelos esta localizada en la costa noroeste de la
Peninsula de Yucatan (21°00°00” y 20°48'33” latitud N y 86°53'14.40" y
86°46'38.94" longitud O). La laguna esta situada a ~25km de Cancun y limita
hacia el este con la barrera arrecifal que es paralela a la costa y tiene ~4km de
longitud. La anchura de la laguna fluctia entre los 350 y 1600m, tiene una
profundidad entre 3 y 4m, con un maximo de 8m en la zona sur (Figura 5,
Merino & Otero, 1991).

El tipo de clima de la regién es AX (w,) iw”, calido subhumedo, con
lluvias importantes entre verano e invierno. La temperatura promedio del aire
es de 26.9°C (Garcia, 1973), con un maximo de 33.5°C y minimo de 12.7°C
(Ruiz-Renteria et al., 1998). La precipitacion anual es de 1,106.3mm (Garcia,
1973), aunque varia ampliamente entre afios (Ruiz-Renteria et al., 1998). La
zona esta bajo la influencia de los vientos alisios durante el verano y recibe
fuertes vientos del norte en el invierno (Ruiz-Renteria et al., 1998), ademas se
encuentra bajo amenaza de afectacién por huracanes durante los meses de
julio a noviembre.

En la parte oceanica, la corriente de Yucatan circula paralelamente a la
plataforma continental de Puerto Morelos, su velocidad presenta un ciclo anual,
siendo mayor en primavera y menor en otofio (Merino, 1992; Coronado et al.,
2007). El régimen de mareas corresponde al tipo mixto semidiurno, de baja
amplitud (0.24m) (Instituto de Geofisica, 1992 en Ruiz-Renteria et al., 1998).



La circulacion dentro de la laguna es principalmente paralela a la costa, sin
embargo, la velocidad y direccion de las corrientes cambia durante las
diferentes estaciones del afio por la influencia de la corriente de Yucatén, asi
como, por el viento y oleaje que atraviesa la barrera arrecifal hacia el interior de
la laguna (Ruiz-Renteria et al., 1998, Coronado et al. 2007).

La plataforma de Yucatdn corresponde a una llanura de relieve
moderado, constituido por sedimentos carbonatados (Carranza-Edwards et
al., 1975) biogénicos, con un contenido cercano al 70% de carbonato de calcio,
reflejo de la presencia de arrecifes de coral (De la Lanza, 1991). Estos
biogénicos estan constituidos principalmente por foraminiferos benténicos vy
plancténicos, asi como, por gasterdpodos, pelecipodos, briozoarios, moluscos,
corales, espinas de equinodermos y de esponjas, tubos de anélidos,
ostracodos y algas (Nolasco-Montero & Carranza-Edwards, 1988). La
plataforma pertenece a la Unidad IV segun la clasificacion de Carranza-
Edwards et al. (1975) y segun Shepard (1973, en Carranza-Edwards et al.,
1975) a costas de tipo primario, por erosion terrestre, con topografia carstica
sumergida y costas secundarias. Estas caracteristicas geoldgicas de la
Plataforma de Yucatan hacen que la precipitacion se infiltre rdpidamente a
través del suelo y no se presenten rios superficiales (Carranza-Edwards et al.,
1975).

Punta T e b

Puinta Braca

Figura 5. Ubicacién de la laguna arrecifal de Puerto Morelos, Q. Roo. Tomada de Merino
& Otero, 1983.

El fondo de la laguna arrecifal de Puerto Morelos esta formado por



sedimento calcareo, el cual esta estabilizado por la pradera de pastos marinos
de Thalassia testudinum. En algunas zonas el fondo calcdreo esta expuesto y
se encuentran colonias de corales, mientras que en otras, estd formado
solamente por sedimento carbonatado no consolidado (Ruiz-Renteria et al.,
1998).

Merino & Otero (1991) clasificaron a la laguna como oligotrofica, con
bajos niveles de nitritos (0.064 pg-at L™), nitratos (13.92 pg-at L™), amonio
(0.088 pg-at L) y fosfatos (0.46 pg-at L™). Sin embargo el fuerte desarrollo
turistico que ha experimentado esta zona ha provocado un fuerte
enriquecimiento de nutrientes cerca de los nucleos urbanos y Resorts
hoteleros, todavia sin determinar. La salinidad (34.34-36.83%) y temperatura
del agua (24.75-32.85°C) son relativamente homogéneas dentro de la laguna y
las variaciones mas importantes que se registran estan relacionadas con la
transparencia dentro de la columna de agua (Ruiz-Renteria et al., 1998).

La resuspensiéon de sedimentos por accion del oleaje domina la variacion
espacial y temporal de la atenuacién de luz en el agua [Kd m™] (Enriquez &
Pantoja-Reyes, 2005), ya que la carga organica disuelta del agua es muy baja
y sblo en algunos momentos puntuales se ha podido detectar clorofila a en la
columna de agua que no llega a mantenerse en el tiempo (Enriquez &
Pantoja-Reyes, 2005). Unicamente durante la época de lluvias se ha
observado este incremento en la clorofila a en el agua, y localizado en las
proximidades de descargas de agua hacia la laguna arrecifal desde el manglar,
lo que indica que no se trataba de florecimientos locales de fitoplancton sino
que era una comunidad fitoplancténica procedente del manglar y con escasa
viabilidad en la laguna arrecifal (Enriquez & Pantoja-Reyes, 2005).

El tipo de vegetacion que domina la laguna arrecifal son las praderas de
pastos marinos, particularmente la presencia de la especie Thalassia
testudinum y en menor proporcién Syringodium filiforme y Halodule wrightii.
También son importantes alrededor de 18 especies de algas pertenecientes a
los géneros Avrainvillea, Caulerpa, Dictyota, Halimeda, Laurencia, Lobophora,
Penicillus, Rhipocephalus y Udotea (Enriquez & Pantoja-Reyes, 2005). Los
corales representativos son Acropora palmata, Millepora complanta,
Montastraea annularis, Diploria strigosa, Montastraea cavernosa y Dichocoenia

stokesii (Ruiz-Renteria et al., 1998).



3.2 Descripcion del area de estudio.

Para el andlisis de la respuesta fotoaclimatativa de las hojas del pasto marino
Thalassia testudinum se eligié una zona que presentaba una pradera continua
del litoral al centro de la laguna, y que se encuentra a 1.5km al sur de la Unidad
Académica Puerto Morelos (UAPM-UNAM), cercana al antiguo muelle de la
Ceiba. Se establecieron seis sitios de muestreo perpendiculares a la costa en
funcion del gradiente de profundidad de la columna de agua, el sitio somero fue
el Ay el de mayor profundidad el F (Tabla 1, Figura 6). Las distancias entre los
sitios no fueron proporcionales, ya que fueron elegidos para observar el patron
de variacion de la respuesta fotoaclimatativa de toda la pradera, no sélo de la
hoja, que sigue una funcion exponencial de atenuacion de luz, y por tanto
produce una variacibn mucho mas rapida en los primeros metros de
profundidad. De este modo, entre los seis sitios elegidos las primeras praderas
estuvieron mas cercanas entre ellas, que las que se encuentran a mayor

profundidad.

SitioA SitioB SitioC SitioD SitioE SitioF

Figura 6. Ubicacion de los sitios seleccionados en la laguna arrecifal de Puerto Morelos.
Se muestra el poblado de Puerto Morelos y la Unidad Académica Puerto Morelos, UNAM.

Olivé y colaboradores (2005) simultdneamente con éste estudio,
determinaron algunas variables morfométricas de las praderas seleccionadas
en cada sitio, como la altura del dosel, la densidad de haces, el tamafo del
haz, la variacion de biomasa subterrdnea y su distribucién en los distintos
componentes de la planta, entre otros. Segun esta descripcidn, se observo la

mayor altura del dosel en la pradera C que fue 2.8 veces mas alta que el valor



minimo encontrado en la F (Tabla 1, Figura 7), y una disminucién exponencial
de la densidad de haces (Olivé et al., 2005).

Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas de las praderas seleccionadas en la laguna arrecifal de
Puerto Morelos (Olivé et al., 2005).

Pradera | Profundidad [m] | Es superficie dosel [%] | Altura dosel [m] | Kd dosel [m™]
A 0.5 85.6 0.11 10.99
B 0.8 88.8 0.21 8.90
C 1.3 81.6 0.28 3.85
D 1.5 77.6 0.23 5.28
E 2.5 62.8 0.18 5.67
F 4.0 49.6 0.10 3.46
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Figura 7. Variabilidad entre praderas de la altura del dosel (Olivé et al. 2005).

En el estudio de Olivé et al. (2005) también se determiné la irradiancia
relativa en la superficie del dosel de cada pradera (% de Irradiancia en la
superficie del dosel, Es) en funcion de la atenuacién de luz en la columna de
agua [Kdagua m™] y los coeficientes de atenuacién del dosel de cada pradera
[kdgoset M™], que variaron fuertemente en funcién de los cambios observados en
la morfologia de la pradera.

El kdagua que se utilizé en este estudio (kdague= 0.20 * 0.04m™)
correspondié al valor minimo cuando el oleaje no es perceptible, la
resuspension de sedimentos es minima y las condiciones luminicas son
estables. Bajo estas mismas condiciones Olivé et al. (2005) determinaron los
coeficientes de atenuacion de luz del dosel siguiendo la metodologia
desarrollada por Enriqguez y Pantoja-Reyes (2005), lo que permite estimar



condiciones de maxima penetracién de luz y hacer comparables las medidas
de luz entre praderas, pues este parametro es extraordinariamente variable en
zonas someras (Enriguez y Pantoja-Reyes, 2005).

La irradiancia relativa en la superficie del dosel de las praderas
muestreadas varié de 85.6% en el sitio A, a 49.6% en el F (Tabla 1, Figura
8ab).
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Figura 8. Variabilidad de la irradiancia relativa a) en la superficie del dosel, y b) dentro
del dosel de cada pradera.

Enriguez & Pantoja-Reyes (2005) determinaron la dependencia de la
magnitud del gradiente luminico dentro del dosel de T. testudinum de
descriptores de la morfologia de la pradera como la densidad de biomasa foliar,
el Leaf Area Index (LAI) o la densidad de haces foliares. La atenuacién de luz
medida como Kdgosel [M}] describe el campo de luz dentro del dosel y es un
buen descriptor de la magnitud del autoensombramiento de las hojas dentro del
dosel de los pastos marinos, aunque no describe propiamente el campo
luminico foliar de las hojas. El estudio de Olivé et al. (2005) confirmé la
relacion entre la atenuacién de luz dentro del dosel y la variacién de la
densidad de haces, y describe una asociacién positiva y significativa entre ellas
(r=0.92, p<0.01) (Figura 9).
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V. Materiales y Métodos.

4.1 Colecta de los haces foliares de Thalassia testudinum.

Los haces foliares de Thalassia testudinum se colectaron con un nucleador de
acero de 50cm de didmetro, para obtener las hojas y raices completas. A los
haces se les retir0 el exceso de sedimento in situ, lavdndolos cuidadosamente
con agua de mar. Posteriormente se colocaron en bolsas de plastico negras,
para evitar la sobreexposicion a la luz. Las muestras se introdujeron en hieleras
para transportarlas al laboratorio, en donde se mantuvieron con una cantidad
suficiente de agua de mar con bombeo de aire, asi como, a temperatura
ambiente y cubiertas del exceso de luz. El material bioldgico se utilizé en la
determinacién de los descriptores opticos y algunos descriptores morfoldgicos
hasta cuatro dias posteriores a la colecta. Para el resto de los andlisis las
muestras fueron conservadas en refrigeracion, a -70°C para la extraccion de
pigmentos y a 4°C para el andlisis morfolégico.

De cada haz foliar se seleccioné la hoja dos, que corresponde a una
hoja madura que no presenta casi lesiones o cobertura por epifitas. Aunque la
cobertura de epifitas fue minima, para evitar interferencias en las
determinaciones o6pticas y del contenido de pigmentos, las hojas se rasparon
cuidadosamente con ayuda de una navaja de rasurar. Cada hoja,
independientemente de su longitud total, se dividi6 en segmentos de dos

centimetros.

4.2 Determinacion de los descriptores 6pticos de las hojas.

En este estudio se utilizaron dos metodologias para determinar la absorcion de
luz de los segmentos de hoja. Las dos metodologias estan basadas en
determinaciones de luz transmitida, T. La primera, la metodologia mas sélida,
requiere del uso de un espectrofotbmetro equipado con un difusor de luz u
opal-glass (Shibata, 1959), y permite obtener un espectro de absorcién de luz,
con una resolucion espectral de un nanémetro a lo largo del rango del espectro
visible (380-725nm), de segmentos de hojas intactas. Esta metodologia ya ha
sido utilizada con anterioridad en numerosas ocasiones para examinar las
propiedades 6pticas de las hojas de los pastos marinos (Enriquez et al., 1992;
Enriquez et al., 1994; Enriquez et al., 2002; Enriquez, 2005b; Cayabyab &



Enriquez, 2007), macréfitas acuaticas (Enriquez et al., 1994; Enriquez &
Sand-Jensen, 2003, Colombo-Pallota et al., 2006) e incluso superficies
intactas de coral (Enriquez et al., 2005). La segunda aproximacion no ofrece
resolucion espectral sino un valor promedio en el rango del PAR (400-700nm),
pero permiti6 implementar un nuevo método de determinacién de la
absorptancia promedio en el PAR, muy Uutil y accesible para determinaciones
en el campo, asi como, para laboratorios que no estan equipados con un
espectrofotometro capaz de hacer determinaciones de muestras altamente
dispersivas. En este estudio se comparan ambos métodos y se ofrece por
primera vez un método alternativo para las determinaciones de absorptancia y

su validacion con respecto a la aproximacion de Shibata (1956).

4.2.1 Método espectrofotométrico.

Las medidas de absorcion de luz o absorbancia, D (en este estudio el término
absorbancia se utiliza como sinébnimo de atenuancia, el cual describe la
cantidad de energia absorbida por un medio no-homogéneo que produce
esparcimiento), se obtuvieron de los segmentos de hoja de dos centimetros de
longitud. Los segmentos se colocaron en celdas de plastico (3ml) para
espectrofotometro (paso Optico=1cm) y se fijaron en la pared de la celda con un
soporte plastico. Las celdas se rellenaron con agua de mar filtrada. Como
blanco de referencia y para corregir la absorcion de la hoja sin pigmentos, se
utilizaron segmentos de hojas blanqueadas (sin pigmentos), colectadas en la
laguna arrecifal de Puerto Morelos durante el verano. Las hojas blanqueadas
se mantuvieron en el laboratorio hidratadas con agua destilada.

La absorcion de luz se determind con la técnica del opal-glass
desarrollada para hojas intactas de plantas por Shibata (1956). Esta técnica
consiste en colocar un difusor de luz entre las celdas (blanco de referencia y
muestra) y el fotomultiplicador. La absorcion de luz se determind en intervalos
de un nanémetro entre los 350 y 750nm en un espectrofotometro Aminco, DW2
(USA), controlado por un sistema colector de datos (OLIS, USA) (Figura 10).
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Figura 10. Arreglo Optico del espectrofotometro Aminco (DW-2) controlado por el
sistema colector de datos Olis, mostrando la posicion de la hoja (muestra) en la celda.

Se utilizaron dos descriptores de la absorbancia: i) el promedio de la
absorcién de luz para el rango entre 400 y 700nm (PAR, luz fotosintéticamente
activa) y ii) el valor a 680nm, que corresponde al pico de absorcién en el rojo
para la clorofila a, donde la interferencia con los pigmentos accesorios es
minima.

Se calculé la capacidad de absorcion de luz a partir de los datos de

absorbancia, D, utilizando la expresion:

A=1-R-107"°
(1)

donde A es la absorptancia (fraccion de luz incidente que es absorbida) y R es
la reflectancia difusa (fraccion de luz incidente que es reflejada). En nuestros
calculos utilizamos valores porcentuales de R de 5.5% en el intervalo del PAR y
de 4.9% para una longitud de onda de 680nm (Enriquez, 2005b).

Conociendo la cantidad de pigmentos en las hojas, se calculé el
coeficiente especifico de absorcion referido a pigmentos (Morel & Bricaud,
1981) a* [cm?/g], segun la ecuacién (Enriquez et al., 2005):



. DIn10
p )
(2)
donde p [g/cm?] es la densidad de pigmentos por area proyectada y el factor de
In 10 aparece al transformar logaritmos de base e en logaritmos de base 10.

4.2.2 Método alternativo, implementado con un sensor de luz acoplado a
un fluorémetro.
Estas medidas de transmisién de luz, también se realizaron sobre segmentos
de hojas de dos centimetros, utilizando el sensor de luz plano corregido por
coseno de 3mm de diametro, del fluorometro Diving-PAM (Walz, Alemania). El
arreglo optico o geométrico consintié de una base en donde se fijo el sensor de
luz, sobre la base del sensor de luz se puso una pinza de plastico que mantuvo
la muestra inmdévil, mientras se realizaban las determinaciones de
transmitancia, T, y permiti6 mantener una distancia fija entre la muestra, la
fuente de luz y el sensor de luz. Como fuente de luz se utiliz6 una lampara
fluorescente a una distancia también fija de la muestra y del sensor de luz
(Figura 11). Es importante sefalar que las distancias entre estos tres
elementos, sensor de luz, muestra (hoja) y lampara se mantuvieron constantes,
pues pequefias variaciones pueden alterar la cantidad de luz que incide sobre
el sensor (i.e, pérdidas de luz) y, consecuentemente, las medidas de T.

Con este arreglo Optico, se determiné el flujo total de la irradiancia [Eo],
cuando el sensor registraba el total de luz recibida (sin hoja), asi como, del flujo
transmitido [Er], cuando el sensor registraba el flujo que se transmitia a través

del segmento de hoja colocado sobre el sensor (Figura 11).



Figura 11. a) Arreglo 6ptico del sensor de luz plano corregido por coseno, se presenta la
muestra (hoja) y la lampara, midiendo b) la luz transmitida sin hoja, Eq, y ¢) con hoja, Er
(Fotos L. Legaria-Moreno).

Se calculd la absorptancia, A, a partir de los valores de transmitancia, T,

de la hoja pigmentada:

(3)
donde E, representa la irradiancia total (sin hoja) y Er es la irradiancia
transmitida a través de la hoja pigmentada (con hoja).

La absorptancia, A, se estimo a partir de este valor como:
A=1- ET
0

(4)

Asumiendo que la R es insignificante y que la T medida de esta forma es
una buena aproximacion al valor de la luz transmitida por la hoja. Sin embargo,
ninguno de los dos supuestos es cierto, pues este sistema de medicién tiene un
importante componente de esparcimiento que reduce el flujo de luz transmitida
gue llega al pequefio sensor de luz, y no considerarlo conllevaria a una
sobrevaloracion de la absorptancia, A, de la hoja. Por ello, a los valores de A,

asi estimados, se les resté la fraccion de luz transmitida, Ty, por la hoja



blanqueada (sin pigmentos), como un descriptor de este componente de
esparcimiento, que incluia las pérdidas por reflectancia, y que asumimos tenia
un valor constante. Este valor fue en promedio porcentual 13.9% * 0.01% (n=9;
0.139 en valores de transmitancia).

A-1-Er

-T,,
0
(5)
donde Ty es la transmitancia de la hoja blanqueada.
El coeficiente especifico de absorcion referido a pigmentos, a*, se
calcul6 segun la ecuacién 2, a partir de las estimas de absorbancia, D,
obtenidas de los valores de absorptancia, A, segun la ecuacion:

D = —log,, (1- A).
(6)

4.2.2.1 Célculo de la absorptancia de las hojas blanqueadas (sin
pigmentos).

Los valores de absorptancia, A, de las hojas blanqueadas se obtuvieron
haciendo mediciones de transmitancia, T, a segmentos de hojas con distintos
grosores y caracteristicas (presencia significativa de un refuerzo estructural en
forma de fibra que se observa en la hoja blanca como puntos negros). Los

valores de estas medidas se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de las hojas blanqueadas y su valor de absorptancia.

Hojas sin pigmentos Absorptancia [%]
1| Sin puntos y Gruesa 15.60
2 | Sin puntos y Gruesa 17.20
3 | Sin puntos y Gruesa 17.60
4 Sin puntos y Gruesa 15.94
5 | Sin puntos y Delgada 8.76
6 | Sin puntos y Delgada 12.45
7 | Con puntos negros y Gruesa 14.51
8 | Con puntos negros y Gruesa 14.17
9 | Con puntos negros y Delgada 9.20

El valor promedio obtenido de este componente de esparcimiento fue de
13.94% + 1.07% (D.E.). Se observaron en esta primera aproximacion
diferencias asociadas al grosor de la hoja, pero estas diferencias no parecian

estar relacionadas con la presencia o no del refuerzo estructural. En el modelo



mas simple se asumié como constante este componente de esparcimiento, y el
promedio estimado se restd a todas las estimaciones de la absorptancia

realizadas con el sensor de luz plano corregido por coseno.

4.2.3 Validacion del método alternativo.

Para validar la utilidad de este método en las determinaciones de absorptancia,
A de segmentos de hojas de pastos marinos, se realizdé la comparacion de las
dos determinaciones de A, con cada uno de los métodos empleados
(espectrofotbmetro y sensor de luz). Para esto, se tomaron 46 segmentos de
hoja de dos centimetros de longitud y un rango amplio de variaciébn en su
contenido de pigmentos. Se registro inicialmente la absorbancia, D, en el
espectrofotometro y, posteriormente, la transmitancia, T, con el sensor de luz.
Con los datos obtenidos de ambos métodos y aplicando las consideraciones
descritas anteriormente, se calcularon los valores de A promedio en el PAR.

Para explorar la asociacién entre los dos grupos de datos se aplicd un
analisis de regresion linear simple. Los resultados del andlisis mostraron una
fuerte asociacion entre ellos (R?=0.94), con un valor de la pendiente de 1.07 *
0.04 (t-student, p<0.001) que indica que los cambios determinados con el
espectrofotometro  estdn  asociados aproximadamente con cambios
proporcionales a los valores del sensor de luz (unidad de cambio = 1); y con un
valor del intercepto indistinguible estadisticamente de cero (-0.78 = 1.7, t-
student, p > 0.05), lo que indica que no hay sobre-valoracion en la estimacion
de los datos del sensor de luz respecto del espectrofotometro (Figura 12).

En conclusién, este procedimiento alternativo al espectrofotométrico
parece ser un metodo confiable a pesar de que asume un valor constante de
esparcimiento, pero, sobre todo, es muy Gtil como aproximacion al valor de
absorptancia en mediciones en el campo, y/o en laboratorios que no cuenten
con un espectrofotobmetro capaz de aplicar la técnica de Shibata (1956), pero
gue si cuenten con un sensor de luz plano corregido por coseno y
suficientemente pequefio para que una hoja de pasto marino pueda cubrirlo por
completo. En este caso, el sensor de luz que incorpora el fluorbmetro
sumergible del Diving-PAM (Walz, Alemania) es adecuado para realizar estas
determinaciones, en donde solo se debe ser riguroso con el arreglo geométrico

utilizado. Esta técnica puede ser mejorada si se considera el efecto del grosor



de la hoja sobre la variacion del componente de esparcimiento.
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Figura 12. Validacion del método alternativo (sensor de luz), comparandolo con
determinaciones en el espectrofotometro (intervalo de confianza= 0.95%).

4.3 Determinacion de los descriptores de pigmentos de las hojas.

Con una seccién del segmento de dos centimetros, se realizd la extraccion de
los pigmentos (clorofila a+ b+ carotenoides-xantofilas). El fragmento de hoja se
coloc6 en un mortero con nitrogeno liquido, para congelarlo y facilitar la
homogenizacion del tejido y de las células. Inmediatamente después de que se
congelara la muestra, ésta se introdujo en un macerador de tejidos (Pirex 7ml),
previamente enfriado y se adicion6 acetona fria (~0.5ml) al 80% (80:20, v:v)
(Dennison, 1990) saturada con carbonato de magnesio, lo que previene y
minimiza la degradacion de los pigmentos. En algunos casos también se utilizé
cristal pulverizado con los segmentos de hoja para facilitar su extraccion en la
maceracion. El cristal es un material inerte que no afecta la extraccion de los
pigmentos y se puede separar facilmente de las muestras al centrifugarlas. Los
pigmentos extraidos fueron vertidos en tubos de ensayo y estos se
mantuvieron protegidos de la luz con papel aluminio y en refrigeracion (4°C,
24h+2h). Después de éste periodo, las muestras se centrifugaron (centrifuga
Eppendorf, 5810R) a 4°C durante 20 minutos a 4000rpm, para separar el

sobrenadante que contiene los pigmentos disueltos del pelet que consiste de



residuos de tejido y cristal pulverizado.

Las lecturas de absorcién de luz de los pigmentos fotosintéticos se
realizaron en un espectrofotometro (Elyptica-2000-Instrumentacion Electro-
Optica, Ensenada, México- con doble haz de luz), a tres longitudes de onda:
663, 646 y 470nm que corresponden a la absorcion de la clorofila a, b y
carotenoides-xantofilas, asi como, a 725nm cuyo valor de absorbancia se resta
a los demés valores, para eliminar la dispersion residual. Como blanco de
referencia se utiliz6 acetona al 80%. ElI contenido de clorofila a, b vy
carotenoides-xantofilas se calcul6 de acuerdo con las formulas de
Lichtenthaler & Wellburn (1983):

[clorofila a wml] = 12.21 [A663-A725] — 2.81 [A646-A725]
[clorofila b pwml] = 20.13 [A646-A725] — 5.03 [A663-A725]

[carotendides-xantofilas  Wml]=1000 [A470-A725]-3.27 [concen. clor a]-104
[concen.clor b]

229
La cantidad de pigmentos (total de clorofila a, b y carotenoides-
xantofilas) se expreso6 por unidad de area proyectada o seccién transversal de
pigmentos como densidad de pigmentos [mg m™], por unidad de volumen como
concentracién de pigmentos [ug cm™], que esta referida Unicamente al grosor
de la epidermis (considerando dos epidermis por hoja y/o segmento) y por
unidad de peso en seco como contenido de pigmentos [mg gPS™].

4.4 Determinacion de los descriptores morfolégicos de las hojas.

A cada segmento de hoja de dos centimetros se le determind el area (longitud
y anchura). El grosor de hoja, de epidermis y del sistema lacunar se midié con
un microscopio o6ptico compuesto (Olympus CH-2), a partir de cortes
transversales (<1mm de ancho) realizados a cada segmento con una navaja de
rasurar. Los cortes fueron colocados en portaobjetos y se mantuvieron
protegidos de la luz y a baja temperatura (~15°C) en una hielera, hasta su
analisis en el microscopio.

Al dividir el segmento de dos centimetros en dos secciones, la segunda



seccion se utilizé para determinar el peso en seco [g] del area previamente
determinada. Para esto, las muestras se secaron en una estufa (Riossa, rango
de temperatura 0-120°C) a 60°C durante 24h. Las muestras se colocaron en un
desecador mientras se realizaban las lecturas del peso en seco con una
balanza analitica (OHAUS + 0.0001g). Con los datos de cada segmento se
determiné el peso especifico [LMA, gPScm™?] y el area especifica [SLA,
cm?gPS™] que es el valor inverso del LMA [SLA= 1/LMA]. El LMA se obtuvo
dividiendo el peso de la muestra [g] entre su area [m?] y el SLA, dividiendo el
area de la muestra [m?] sobre su peso [g] (Enriquez & Sand-Jensen, 2003). El
LMA describe el grado de empaguetamiento de la biomasa de la hoja (cantidad
de biomasa de la hoja desplegada por unidad de area proyectada), y resulta de
la variaciéon independiente del grosor de la hoja y de su densidad (biomasa por
unidad de volumen). La densidad de hoja (o contenido de peso por unidad de
volumen de hoja) [mg cm™] expresa la cantidad de biomasa que la hoja asigna

por unidad de volumen.



V. CAPITULO 1

ANALISIS ALOMETRICO DE LA RELACION FORMA-FUNCION
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HOJAS DE THALASSIA TESTUPINUM,
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5.1 Materiales y Métodos.

5.1.1 Analisis estadistico.
En este primer capitulo se realiza un andlisis comparativo alométrico de la
relacion forma-funcion entre los cambios morfolégicos observados de los
segmentos de hoja y los cambios asociados en la capacidad y eficiencia de
absorcion de luz. Este tipo de aproximacion pretende definir asociaciones de
variacion, es decir, no determina necesariamente relaciones causa-efecto sino
gue permiten establecer hipotesis de trabajo, tanto de las diferencias que los
cambios morfologicos generan sobre la seccion transversal y distribucion de los
pigmentos dentro de las hojas, como sobre las consecuencias que pueden
tener en el grado de empaquetamiento de los pigmentos y, por tanto, en la
pérdida o mejora de la capacidad o eficiencia de absorcién de luz de las hojas
del pasto marino Thalassia testudinum.

Para éste analisis se utilizaron todos los datos de los segmentos maduros
e inmaduros, pero transformados logaritmicamente. Se describio la variabilidad
de cada parametro por medio de graficos de Box y se exploraron las
asociaciones de variacion entre parametros con el coeficiente de correlacion de
Pearson, r (que determina la intensidad de la asociacion entre dos variables
(Sokal & Rohlf, 1981). Se utilizaron modelos lineares simples y madltiples
(andlisis de regresion simple y multiple) (Sokal & Rohlf, 1981) para determinar
el efecto sobre la eficiencia de absorcion de luz, de los distintos descriptores
morfolégicos utilizados. Finalmente, se separaron los efectos directos e
indirectos de las variables descriptivas empleando andlisis de rutas (Williams
et al., 1990).

En los graficos de Box, las cajas expresan el 25% y 75% de la variacion,
la linea central que divide a la caja es la mediana. Las lineas que se extienden
hacia arriba y hacia abajo de cada caja representan los valores minimos y
maximos de cada conjunto de datos que cae dentro de un limite de confianza
del 95%. Los valores que estan fuera de este rango 6 outlyers se representan
con circulos.

En los modelos lineales simples log/log (andlisis de regresion simple de

variables transformadas logaritmicamente) se obtienen los factores de escala



de las relaciones alométricas Y = X®, en donde b es el factor de escala. El
factor de escala obtenido a través de un andlisis de regresién simple se corrigio
de acuerdo a Niklas (1994), para determinar este valor segun un analisis de
RMA (reduced major axis regression). Este analisis considera los errores de
medicién de las dos variables (Y1 y Y2, Modelo Il) y no sélo los de la variable
independiente (Y1) como ocurre en el analisis de regresion lineal simple
(Modelo I). En este analisis comparativo, para la determinacion de los factores
de escala entre variables que mantienen un error independiente de
determinacién y variacion, consideramos mas acertado el analisis de RMA.
Siguiendo las indicaciones de Niklas (1994), el factor de escala puede ser
recalculado a partir de los resultados del andlisis de regresion simple, para
obtener la correccion con el RMA analisis con la formula:
FErma = FELs/ VR?,
(7)

donde FEgrwa es el factor de escala del andlisis RMA, FE s es el factor de
escala de la regresion lineal simple y el R? el coeficiente del andlisis de
regresion.

El factor de escala puede adquirir diversos valores, cuando FE es 1, Y;
es directamente proporcional a Y, (relacion isométrica). Cuando FE>1, Y;
incrementa proporcionalmente mas rapido que Y, dado que el cociente de Y; a
Y, incrementa con valores altos de Y,. Cuando el FE<1, Y, incrementa
proporcionalmente mas rapido que Y; y el cociente de Y; a Y, decrece con
valores altos de Y.

El andlisis de rutas se aplicd debido a la colinearidad entre las variables
morfolégicas y de pigmentos que se utilizaron para explicar la variabilidad de
los descriptores Opticos. La correlacion entre variables supuestamente
independientes (Xs) que estan describiendo una variable dependiente (Y) se
conoce como multicolinealidad, y precisamente indica la falta de
independencia. Esta se presenta cuando dos o mas variables X tienen una
fuerte y significativa relaciéon entre ellas. La multicolinealidad entre variables
dificulta la separacion del efecto individual de cada variable X sobre la variable
Y. En estos casos se requiere el uso de los analisis de rutas, pues separan los
efectos individuales directos e indirectos significativos de cada variable X que

describe a la variable Y (Williams, et al., 1990).



5.2 Resultados.

5.2.1 Descripcion de la variabilidad de la base de datos.

En las graficas de Box se muestra la variabilidad de la base de datos
examinada, tanto para los descriptores Opticos (absorptancia y coeficiente
especifico de absorcién), como para los descriptores de pigmentos (por unidad
de area, volumen y peso seco) y para los descriptores morfolégicos de la hoja
[grosor de hoja, epidermis y sistema lacunar, asi como, el contenido de peso
por unidad de volumen de hoja (densidad de hoja) y el peso especifico
(LMA=1/SLA)]. El rango de variacién examinado para el sistema lacunar fue
menor comparado con las otras variables.

Las hojas de Thalassia testudinum variaron moderadamente en su
capacidad para absorber luz (C.V. absorptancia=39%) y fuertemente en la
eficiencia de absorcion de luz de los pigmentos (C.V. coeficiente especifico de
absorcién=79%) (Figura 13a, b). La composicién de pigmentos también varié
de forma importante tanto por unidad de area (C.V.=69%), como por unidad de
volumen (C.V.=70%) y peso (C.V.=70%) (Figura 13c, d, e). Esta variacion fue,
sin embargo, debida a cambios estructurales relativamente pequefios de la
morfologia foliar, siendo el grosor del sistema lacunar el descriptor morfologico
mas variable (C.V. = 41%, Figura 13j) seguido del grosor de la hoja
(C.V.=25%, Figura 13f). El contenido de peso por unidad de volumen de hoja
(densidad de hoja, C.V.=22%, Figura 13g) y el peso especifico (LMA,
C.V.=21%, Figura 13h) presentaron una variacion muy similar y menor a la del
grosor de hoja y del sistema lacunar, mientras que, el descriptor morfolégico
gue mostré la menor variacion fue el grosor de la epidermis (C.V.=16%)
(Figura 13i).
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5.2.2 Analisis del efecto de la variacién del contenido de pigmentos por
unidad de area sobre la capacidad de absorcién de luz.

El analisis de la variabilidad de la capacidad de absorciébn de luz o
absorptancia, A, de las hojas de T. testudinum, en funcidon de los cambios
observados en las hojas en el contenido de pigmentos por unidad de area
mostrd una variabilidad de la densidad de clorofila (a + b) por unidad de area
de méas de dos 6rdenes de magnitud (1.2-208.7 mg m), frente a una variacién
de s6lo un orden de magnitud en la capacidad de absorcién de luz (par, 5.4-
71.0%), lo que representd una variacion de hasta 13 veces (Figura 14). Se
observé también que la absorptancia incrementa conforme aumenta la
densidad de pigmentos hasta un maximo alrededor del 60% (61.3% + 0.41%,
n=45, minimo=58.7%, maximo=71.0%) que se alcanza a valores de
densidades de pigmentos por encima de los 142 mg m? (Figura 14).

100 T T T T T

(o]
o
T

A max=61.3% (min=58.7%,

.
max=71.0% * D.E. 0.41%, n=45) , o
.

(o]
o

Absorptancia [%0]
N
o

N
o

0 50 100 150 200 250
Densidad de pigmentos [mg m?]

Figura 14. Variabilidad de la absorptancia en funcién de la densidad de pigmentos.

A partir de este valor, incrementos en la densidad de pigmentos, no
suponen una mejora significativa de la capacidad de absorcion de luz, A. Esta
relacion se describe con el siguiente modelo:

A par =10 2802002 y nigmentos por area 243001,
(Log/log, R?=0.85, n=345, E.E.=0.09, p<0.001).

Esta asociaciéon no linear entre la densidad de pigmentos y la capacidad

de absorber luz, es debida al efecto de autosombra que experimentan los

pigmentos dentro de estructuras vivas como membranas fotosintéticas,



cloroplastos, células, tejidos, entre otros (Kirk, 1994). Este fendmeno se
conoce con el nombre de efecto paquete y resulta en una pérdida significativa
de la eficiencia de absorcién de luz de los pigmentos.

Aunque el modelo encontrado es capaz de describir el 85% de la
variacion, esta relacion, sin embargo, muestra una fuerte dispersion (Figura
14), con un promedio de incertidumbre de alrededor del 17%, es decir, para
similares densidades de pigmentos, por ejemplo de 100 mg m?, unos
segmentos de hojas de Thalassia testudinum no llegan a absorber el 40% de la
luz incidente, mientras que otros absorben por encima del 60% (Figura 14).
Para entender mejor el origen de esta incertidumbre se analizara en primer
lugar el papel de la morfologia foliar en la regulacion de la variabilidad de la
densidad de clorofila (a + b) por unidad de &rea, para después analizar el
posible efecto diferencial de la morfologia foliar sobre la variacion de la

absorptancia.

Relacion entre la variacion de la densidad de pigmentos y la morfologia foliar.
Para examinar como los descriptores morfolégicos pueden afectar la variacion
de la densidad de pigmentos, se considerd, siguiendo el mismo andlisis
realizado por Enriquez y Sand-Jensen (2003), que la variacion de la densidad
de pigmentos por unidad de area [mg m™] resulta de cambios en el contenido
de pigmentos por unidad de peso [mg g'PS] y/o de cambios en el peso
especifico de la hoja [LMA, gPS m™], es decir, en el contenido de peso por
unidad de &rea foliar [LMA, gPS m™]. La variacién de LMA resulta a su vez de
la variacion independiente del grosor de la hoja y de su densidad [LMA (mg cm’
2y = grosor (cm) x densidad (mg cm™)]. Estas tres variables, pigmentos por
peso, grosor y densidad de hoja, podrian estar diferencialmente
correlacionadas con la variacion de la densidad de pigmentos por unidad de
area, también denominada, seccidén transversal de pigmentos (Tabla 3), y
posiblemente también con la variacion de la absorptancia o capacidad de
absorcion de luz (Tabla 4).

Colinearidad entre variables.

Las variables grosor de hoja, densidad de hoja y pigmentos por unidad de
peso, mostraron en la base de datos analizada (que incluye los segmentos

maduros e inmaduros), una colinearidad significativa (Tabla 3). Lo que indica



gue las hojas mas gruesas de Thalassia testudinum tienden a ser mas huecas
(espacios lacunares mas amplios) y menos densas, pero también que tienden a
ser poco pigmentadas, es decir a contener menos pigmentos por unidad de
peso. Por otro lado, las hojas delgadas son mas densas (contenido de peso por
unidad de volumen de hoja) y contienen mas pigmentos por unidad de peso.
Esta fuerte colinearidad requirié del andlisis de rutas para separar los efectos
directos e indirectos de cada descriptor con la variaciéon de la densidad de
pigmentos y de la absorptancia.

Tabla 3. Valores de correlacién de Pearson en funcién de la seccién transversal de

pigmentos (pigmentos por unidad de area).

Seccién transversal de

Pigmentos por

r Pearson (n= 256) pigmentos (pigmentos unidad de Gr(?]soque
area) peso J
Seccién transversal de 1
pigmentos p--
Pigmentos por unidad 0.96 1
de peso p<0.001 p--
. -0.18 -0.31 1
Grosor de hoja 0<0.05 p<0.001 o--
. . 0.36 0.37 -0.68
Densidad de hoja p<0.001 p<0.001 p<0.001

5.2.3 Determinacién de los efectos directos e indirectos de los pigmentos
y la morfologia foliar sobre la variacién de la seccion transversal de
pigmentos y la capacidad de absorcion de luz.

Andlisis de rutas de la variacion de la seccidn transversal de pigmentos.

Se corrobor6 la existencia de una asociacion significativa y directa de las tres
variables, contenido de pigmentos por unidad de peso, grosor de hoja y
densidad de hoja (contenido de peso por unidad de volumen de hoja) con la
densidad de pigmentos por unidad de area o seccion transversal de pigmentos
(Tabla 3). Es decir, a pesar de su colinearidad, las tres variables tienen un
efecto independiente sobre la variacidén de la seccion transversal de pigmentos.
El modelo mailtiple explicativo que se obtuvo es el siguiente:

1.02 +0.02

0 413£0:38 y pigmentos por peso +%

Pigmentos por area =1
0.83+0.08

x grosor de hoja
x densidad de hoja 224099
(Log/log, R?=0.94, n=256, E.E.=0.11, p<0.001),

(Prueba de t para cada uno de los tres factores de escala p<0.001).



Segun este modelo el descriptor que contribuye a aumentar la seccion
transversal de pigmentos en mayor grado es el contenido de pigmentos por
unidad de peso, seguido por el grosor de hoja. Los cambios en la densidad
foliar (contenido de peso por unidad de volumen) son los que resultan en un
menor aumento del contenido de pigmentos por area proyectada.

El andlisis de rutas mostr6 ademas que, la variacion de los pigmentos por
unidad de peso es la que ejerce un mayor efecto directo (88.6%), sobre la
variacion de la seccion transversal de los pigmentos. Los cambios del grosor de
hoja (efecto directo 35.3%) y de la densidad (peso foliar por unidad de
volumen, efecto directo 22.8%) aunque tienen también un efecto directo
significativo, es mayor el efecto indirecto que ejerce su colinearidad con la
variacion del contenido de pigmentos (Figura 15). Es decir, un aumento en el
grosor de la hoja o en su densidad conducirian a un aumento de la seccion
transversal de pigmentos si no fuera porgue las hojas mas gruesas y menos

densas tienden a mantener menos pigmentos (Figura 15).

Pigmentos 88.6 % (+) efecto directo
H = 6.3 % (-) efecto indirecto grosor hoja
por unidad de Peso 5.1 % (+) efecto ind. cont. peso por vol.
-0.31
0.37 -0.18= _
' Grosor de hoja —  Pigmentos
35.3% (+) efecto directo por unidad de area

48.4% (-) efecto indirecto pigm. por peso
-0.68 16.3% (-) efecto ind. cont. peso por vol.

; 22.8% (+) efecto directo
Contenido de PESo por 0.36 54.4% (+) efecto indirecto pigm. por peso

unidad de volumen de hoja . 22.8% (-) efecto ind. grosor de hoja

Figura 15. Diagrama de rutas que describe la relacién entre la secciéon transversal de
pigmentos o pigmentos por unidad de area con los pigmentos por unidad de peso,
grosor de hoja y contenido de peso por unidad de volumen (densidad de hoja). Los
numeros al costado de las flechas indican los valores de correlacién de Pearson. Estos
valores se separaron en efectos directos e indirectos, sefialados dentro de los
rectangulos.

Andlisis de rutas sobre la capacidad de absorcion de luz.
Se siguid el mismo procedimiento anterior para determinar el efecto y separar
las contribuciones directas e indirectas de los pigmentos por unidad de peso,

grosor y densidad de hoja sobre la capacidad de absorcion de luz o



absorptancia. Se encontré que existe una asociacion positiva y significativa

entre las variables, excepto entre la absorptancia y el grosor de hoja (r de
Pearson, p>0.05, Tabla 4).

Tabla 4. Valores de correlacidon de Pearson en funciéon

luz o0 absorptancia.

de la capacidad de absorcion de

r Pearson (n= 240) Capacidad de absorcion Pl?]rgiednatgs(‘.jgor Grosor de
- (absorptancia) hoja
peso
Capacidad de absorcion p_l_
Pigmentos por unidad 0.84 1
de peso p<0.001 p--
. -0.10 -0.33 1
Grosor de hoja 0>0.05 p<0.001 o--
. . 0.32 0.39 -0.66
Densidad de hoja p<0.001 p<0.001 p<0.001

Sin embargo, el andlisis de regresion mdultiple arrojé6 contribuciones
significativas de las tres variables para explicar la variacion de la absorptancia

A. El modelo mdultiple explicativo fue el siguiente:

-1.510.37 0.42+0.02
10

X pigmentos por peso === x grosor de hoja

x densidad de la hoja 238+0-09,

(Log/log, R?=0.75, n=240, E.E.=0.10, p<0.001),

(Prueba de t para cada uno de los tres factores de escala p<0.001).

_ 0.55+0.08
A parR= ==

El modelo indica que el factor que mas afecta la variacion de la
capacidad de absorcion de luz, absorptancia, es en este caso el grosor de la
hoja (factor de escala 0.55 + 0.08) seguido del contenido de pigmentos (0.42 +
0.02) y de la densidad de hoja (0.36 £+ 0.09). De nuevo, la contribucién directa a
esta variaciéon de los pigmentos por unidad de peso sigue siendo la mayor
(efecto directo 84.1%), seguida del grosor de hoja (efecto directo 42.7%) y por
ultimo, de la densidad de hoja (contenido de peso por unidad de volumen,
efecto directo 24.3%, Figura 16).



Pigmentos 84.1% (+) efecto directo
por unidad de peso 0.84 = | 9.4% (-) efecto indirecto grosor de hoja
6.5% (+) efecto indirecto cont. peso vol.

-0.10 (NS) = .
Grosor de hoja > Absorptancia
42.7% (+) efecto directo
41.1% (-)efecto indirecto pigm. peso
16.2% (-) efecto indirecto cont. peso vol.

0.39

24.3% (+) efecto directo
Contenido de peso por 48.2% (+) efecto indirecto pigm. peso
unidad de volumen de hoja 27.6% (-) efecto indirecto grosor hoja

Figura 16. Diagrama de rutas que describe la relacién entre la capacidad de absorcién de
luz o absorptancia, A par, CONn los pigmentos por unidad de peso, grosor de hoja y
contenido de peso por unidad de volumen (densidad de hoja). Los nimeros al costado
de las flechas indican los valores de correlacién de Pearson. Estos valores se separaron
en efectos directos e indirectos, sefialados dentro de los rectangulos.

La falta de asociacion (segun la correlacion de Pearson, p>0.05) entre el
grosor de hoja y la absorptancia es explicable por los sentidos opuestos de sus
efectos directos (positivo) e indirectos (negativo, por su covariacién con la
variacion del contenido de pigmentos por peso). Es decir, las hojas mas
gruesas presentarian valores mayores de la absorptancia si no fuera porque
tienden a presentar contenidos de pigmentos menores, lo que va a reducir su
capacidad de absorcién de luz. Es interesante sefialar la implicacién forma-
funcion que sugiere este modelo pues considerando dos hojas con el mismo
contenido en pigmentos por peso, el modelo sugiere que la mas gruesa va a
ser capaz de colectar mas luz que la mas delgada, y la mas densa también lo
hara, si no disminuye mucho su grosor (Figura 16).

Estos resultados ponen en evidencia la importancia del componente
morfolégico, que permite explicar una parte significativa de la variabilidad
observada en la absorptancia (17% en promedio), y sugiere que las hojas de T.
testudinum al aumentar el grosor de hoja podrian también contribuir a mejorar
la eficiencia de absorcion de luz de los pigmentos, permitiendo una disminucién

del empaquetamiento de los mismos.



5.2.4 Analisis del efecto de la variacién del contenido de pigmentos por
unidad de &rea sobre la eficiencia de absorcion de luz.

La relacion entre la eficiencia de absorcion de luz referida a pigmentos
[coeficiente especifico de absorcién, a*, m*> mg™ pigmento] y la densidad de
pigmentos por unidad de area fue aun mas fuerte y significativa que la
asociacion anteriormente descrita con la absorptancia. Esta relacién la describe

el siguiente modelo:

-1.20+0.02 -0.47+0.01
10 =

a* par= X pigmentos por area :

(Log/log, R?=0.82, n=345, E.E.=0.10, p<0.001).

Estos resultados indican que la eficiencia para absorber luz de los
pigmentos fotosintéticos en las hojas de Thalassia testudinum decrece no-
linealmente (factor de escala= -0.52, corregido con el analisis RMA, Niklas,
1994), conforme aumenta la densidad de pigmentos. El factor de escala de
esta relacion alométrica refleja la magnitud del efecto paquete que sufren los
pigmentos dentro de las células epidérmicas de las hojas de Thalassia
testudinum. Un factor de escala de —0.52, >-1, indica que las hojas mas
pigmentadas son capaces de contrarrestar el efecto paquete, pues sufren

proporcionalmente menor empaquetamiento (Figura 17).
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Figura 17. Variabilidad del coeficiente especifico de absorcién en funcién de la densidad
de pigmentos.



5.2.5 Analisis del efecto de la morfologia foliar de Thalassia testudinum
sobre la eficiencia de absorcién de luz de los pigmentos. Analisis de la
variacion del contenido de pigmentos por unidad de volumen.

Los pigmentos por unidad de &rea [mg m] son el producto de la variacién de la
concentracion de pigmentos por unidad de volumen [pg cm™] y de la variacién
del volumen de la seccion de la hoja [um] ocupada por éstos, ya sea el grosor
de la hoja completa o el grosor de la parte pigmentada del mesdéfilo. En los
pastos marinos la epidermis es el Unico tejido pigmentado y solo representa un
pequefio volumen de la seccién transversal de la hoja (alrededor del 20% del
volumen total de la hoja segun Tomilson, 1980). Por tanto, la concentracion de
pigmentos por unidad de volumen debe estar referida Unicamente al volumen
de las dos capas de la epidermis, superior e inferior o abaxial y adaxial. En el
presente estudio, se ha examinado la variacion del grosor de la epidermis, y
para cuantificar la concentracion de pigmentos por unidad de volumen se
determind el volumen ocupado por las dos capas epidérmicas (abaxial y
adaxial) dentro de la hoja. Atendiendo a este criterio, la variaciéon de los
pigmentos por unidad de area [pug cm] son el resultado de la variacion de los
pigmentos por unidad de volumen [ug cm™] y de la variacién del grosor de la
epidermis [um].

La variacion del grosor de la epidermis presentd la menor variabilidad de
todos los descriptores morfolégicos considerados (C.V.=16%), pero esta
pequefia variacion, sin embargo, esconde una mayor variabilidad en el volumen
total de la hoja que es ocupado por los pigmentos (C.V.=27.9%). Este nuevo
descriptor morfologico definido como el porcentaje del volumen total
pigmentado de la hoja tiene un valor promedio en la base de datos del 10.88%
+ 2.95 (media = D.E., n=324) del volumen foliar total de las hojas de T.
testudinum analizadas, con un rango de variacion desde un minimo de 5.88%

del volumen foliar total a un maximo del 22.1%.

Efecto de la variacion de la concentracion de pigmentos por unidad de volumen
y del grosor de la epidermis sobre la eficiencia de absorcion de luz.

Se examinaron las asociaciones individuales entre la eficiencia de absorcién de
luz referida a pigmentos (coeficiente especifico de absorcion, a*) y la variaciéon

de la concentracion de pigmentos por unidad de volumen y del grosor de



epidermis. La primera relacién fue negativa y significativa (Log/log, r=-0.89,
n=306, p<0.001), y se describe con el siguiente modelo:

-0.45+0.01

10 0-26:0.05 pigmentos por volumen =2 ,

a* par=

(Log/log, R?=0.79, n=306, E.E.=0.11, p<0.001).

Este resultado indica que la eficiencia para absorber luz de los
pigmentos decrece también no-linealmente (factor de escala= -0.50, corregido
con el andlisis RMA, Niklas, 1994) conforme aumenta la concentracién de
pigmentos por unidad de volumen (Figura 18a), y con un empaquetamiento de

una magnitud similar al descrito para los pigmentos por unidad de area.
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Figura 18. Variabilidad del coeficiente especifico de absorciéon en funcion de la a)
concentraciéon de pigmentos por unidad de volumen y del b) grosor de la epidermis.

La segunda relacion no fue significativa (Log/log, r=0.06, n=340, p>0.05),
sugiriendo que la variacion de la epidermis no tiene ningun efecto sobre el
empaguetamiento de los pigmentos (Figura 18b). Sin embargo, si se encontré
una correlacién negativa, aunque débil, entre la fraccion del volumen de hoja
total pigmentado y el coeficiente especifico de absorcion de luz (Log/log, r= -
0.24, n=289, p<0.001).



Efecto combinado de ambos parametros sobre la eficiencia de absorcion de
luz.

Al analizar conjuntamente la asociacion entre la eficiencia de absorcion de luz
versus los pigmentos por unidad de volumen y el grosor de epidermis, se
encontré6 que, ambas variables si tienen conjuntamente un efecto negativo
significativo sobre la variacion de la eficiencia de absorcion (t-test, p<0.001).

Este modelo se describe con la siguiente ecuacion:

-0.47+0.01 -0.70 =

a* par=10 29912 x pigmentos por volumen x grosor de epidermis 222

0.09

(Log/log, R?>=0.82, n=302, E.E. =0.10, p<0.001),

(Prueba de t para los dos factores de escala, p<0.001).

Este resultado indica que ambos parametros, la concentracion de
pigmentos por unidad de volumen y el grosor de epidermis, estan
contribuyendo significativamente al empaquetamiento de los pigmentos y por
tanto, a su pérdida de eficiencia de absorcion de luz, a*. Una significativa y
negativa correlacion entre la concentracién de pigmentos y el grosor de la
epidermis (log/log, r=-0.49, p<0.001) es la responsable de que el grosor de la
epidermis no aparente estar correlacionado con la variacion del coeficiente
especifico de absorcion. Esta colinearidad que indica que las hojas de T.
testudinum con mayores grosores de epidermis tienden a presentar menores
concentraciones de pigmentos por unidad de volumen, esconde el efecto
directo significativo y negativo que se encontr6 en el modelo multiple. Los
factores de escala determinados en el modelo anterior indican también que el
aumento del grosor de la epidermis tiene un mayor efecto sobre la disminucion
de a* (-0.70), que el aumento de la concentracion de pigmentos (-0.47), para
hojas con concentraciones similares de pigmentos por unidad de volumen. Sin
embargo, un aumento del grosor de la epidermis puede también contribuir
significativamente a reducir el empaquetamiento de los pigmentos, al permitir
reducir la concentracion de pigmentos por unidad de volumen. Esa es
precisamente la tendencia encontrada en esta base de datos para las hojas de
Thalassia testudinum de la laguna arrecifal de Puerto Morelos, como lo muestra

la correlacion significativa y negativa encontrada entre el grosor de la epidermis



y la concentracion de pigmentos por unidad de volumen (log/log, r= -0.49,
p<0.001), y la raz6n de que no se encontrara una asociacion significativa entre

el grosor de la epidermis y a*.

5.2.6 Analisis del efecto de la morfologia foliar de Thalassia testudinum
sobre la eficiencia de absorcién de luz de los pigmentos. Analisis de la
variacion del contenido de pigmentos por unidad de peso.

La concentracion de pigmentos por unidad de volumen no es un descriptor
normalmente utilizado en fotobiologia para describir el contenido de pigmentos
de estructuras pluricelulares. Los descriptores mas comunes son el contenido
de pigmentos por unidad de &rea y el contenido de pigmentos por unidad de
peso (peso fresco o peso seco foliar). La asociacion entre estos dos
parametros depende de la variacién del area especifica [SLA, cm? g*PS] o del
peso especifico foliar [LMA=1/SLA, mgPS cm™]. Para examinar la contribucién
de los descriptores morfolégicos sobre la variacion del empaquetamiento de los
pigmentos, se consider6 de nuevo que la variacion de la densidad de
pigmentos por unidad de &rea [mg m?] puede resultar de cambios en el
contenido de pigmentos por unidad de peso [mg g*PS] y/o de cambios en el
peso especifico [LMA, gPS m™]. También se analiz6 mediante un modelo
multivariante, el efecto sobre la eficiencia de absorcién de luz, de la variacién
independiente de dos descriptores morfolégicos que regulan la variacion del
peso especifico foliar, LMA [gPS m™]: la variacién del grosor de hoja [m] y la

variacion de la biomasa foliar por unidad de volumen [densidad de hoja, g cm’

3.

Efecto de la variacion del contenido de pigmentos por unidad de peso y LMA
sobre la variacion de la eficiencia de absorcion de luz.

Se examindé la magnitud de las asociaciones y se encontré que ambas
variables tienen una asociacién negativa y significativa, aunque débil para LMA,
con la eficiencia de absorcion de luz, (coeficiente especifico de absorcién, a*)
(Log/log, contenido de pigmentos: r=-0.90, n=280, p<0.001; Log/log, LMA: r=-
0.23, n=335, p<0.001, Figura 19ab).
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Figura 19. Variabilidad del coeficiente especifico de absorcién en funcion del a)
contenido de pigmentos por unidad de peso y del b) peso especifico, LMA.

La variacién del contenido de pigmentos por unidad de peso fue capaz
de explicar en exclusividad el 81% de la variacién considerada en el coeficiente
especifico de absorcién, de acuerdo al siguiente modelo:

-0.50+0.02

a* par=
(Log/log, R?=0.81, n=280, E.E.=0.11, p<0.001).

Estos resultados indican que el contenido en pigmentos por unidad de
peso es capaz de explicar casi tanta variacion de la eficiencia de absorcién de
luz de los pigmentos como la variacion de la seccion transversal de pigmentos
(pigmentos por unidad de area). Un aumento del contenido en pigmentos por
unidad de peso contribuye a reducir no-linealmente la eficiencia de absorcion
de luz de éstos, siguiendo un patrén similar, aunque ligeramente superior, al
encontrado para los otros dos descriptores del contenido de pigmentos (factor
de escala= -0.55, corregido con el andlisis RMA, Niklas, 1994).

Efecto combinado de la variacion del contenido de pigmentos por unidad de
peso y LMA sobre la eficiencia de absorcion de luz.

Al analizar conjuntamente la asociacion entre estas dos variables y la eficiencia
de absorcion de luz, a*, se encontr6 que, el LMA no presenta ningun efecto
significativo directo sobre la variacion de a* de las hojas de T. testudinum

(prueba de t-student para la pendiente log/log del LMA p>0.05), y por tanto, no



contribuye en un modelo multivariante a mejorar la descripcion de la variacion

de a* que hace por si solo el contenido en pigmentos por unidad de peso.

Efecto de la variacion del grosor de hoja y densidad de hoja (contenido de peso
por unidad de volumen) sobre la eficiencia de absorcion de luz.

Al evaluar la asociacion de los componentes morfoldgicos: grosor de hoja [um]
y contenido de peso por unidad de volumen de hoja [densidad de hoja, mg cm’
%], con la variacién del coeficiente especifico de absorcién de luz, a*, se
observé una asociacion positiva y significativa de a* con el grosor de hoja
(Log/log, grosor de hoja: r=0.27, n=292, p<0.001, Figura 20a), mientras que el
contenido de peso por unidad de volumen foliar (densidad de hoja) presento
una asociacion también significativa pero negativa (Log/log, densidad de hoja:
r=-0.33, n=292, p<0.001, Figura 20b).
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Figura 20. Variabilidad del coeficiente especifico de absorcion en funcién del a) grosor
de hojay lab) densidad de hoja (contenido de peso por unidad de volumen).

Estos resultados sugieren que un aumento del grosor de la hoja
contribuye a reducir el empaquetamiento de los pigmentos mejorando su
eficiencia de absorcion de luz, a*, mientras que un aumento de la densidad
(contenido de peso por unidad de volumen de hoja) resulta en un efecto
inverso. Para examinar su efecto directo sobre a* se utilizé un modelo
multivariante junto con la variacion del contenido en pigmentos por unidad de

peso. Este modelo determind que no habia un efecto directo significativo ni de



la densidad de la hoja [mg cm™] ni del grosor de hoja [pum] sobre la variacién de
a* (prueba de t-student para las pendientes de estos factores, p>0.05).

Colinearidad entre variables.

El tipo de covariacion observada entre el grosor de hoja, la densidad de hoja y
los pigmentos por unidad de peso (Tabla 3) y la fuerte asociacién entre el
contenido de pigmentos por peso y el coeficiente especifico de absorcion de
luz, a* (Figura 19a), pueden explicar las correlaciones indirectas encontradas
entre el grosor de la hoja y su densidad con la eficiencia de absorcién de luz de
los pigmentos. Es decir, la reduccién del contenido de pigmentos por unidad de
peso que muestran las hojas mas gordas explicaria la asociacion positiva
indirecta entre la eficiencia de absorcién de luz, a* y el grosor de hoja. Del
mismo modo, el hecho de que las hojas mas delgadas y mas pigmentadas son
también mas densas, explicaria la asociacién negativa indirecta entre a* y la
densidad de la hoja. La falta de asociacién directa entre la densidad de hoja y
el grosor de hoja con a* en el modelo multivariante, indica que, el efecto que
estos dos pardmetros morfologicos ejercen sobre la eficiencia de absorcion de
luz de los pigmentos se pueden relacionar con los cambios que experimenta el
contenido en pigmentos por unidad de peso, sin que exista ningun otro efecto

independiente.

5.2.7 Comparacion de la variabilidad de los pigmentos expresados por
unidad de area, volumen y peso en funcién de la eficiencia de absorcién
de luz.

Para las tres expresiones de pigmentos se observé que un aumento en la
cantidad de pigmentos, ya sea por unidad de area, volumen o peso, disminuye
la eficiencia de absorcion de luz de los pigmentos, a* y que esta caida sigue un
patrén no lineal similar en los tres descriptores (Figuras 17, 18a, 19a).

Se compararon los factores de escala de los tres modelos simples de
regresion log/log (después de ser corregidos con el analisis RMA, Niklas,
1994), entre a* y los pigmentos por unidad de area, volumen y peso. El factor
de escala de la densidad de pigmentos por unidad de area fue -0.52, el de la
concentracion de pigmentos por unidad de volumen fue -0.50 y el del contenido

de pigmentos por unidad de peso fue -0.55. Estos resultados indican que la



disminucién de a*, es muy similar al aumentar el contenido de pigmentos, no
importa si se expresa como cambios en la seccion transversal (contenido por
area proyecta), por volumen foliar (concentracion) o por peso, aunque éstos
ultimos son los que causan un mayor efecto, es decir, las hojas de Thalassia
testudinum sufren un ligero mayor empaquetamiento de los pigmentos al

aumentar los pigmentos por unidad de peso.



5.3 Discusion.

El andlisis alométrico generd6 modelos explicativos sobre qué caracteristicas
morfolégicas de las hojas de Thalassia testudinum estan mas relacionadas con
la gran dispersion encontrada en la capacidad de absorcion de luz que varia en
promedio 17%, pero sobre todo, con la gran variabilidad de la eficiencia de
absorcion de luz, a* (C.V.= 79%). Como algunos descriptores Opticos se
pueden descomponer en funcion de algunos descriptores de la morfologia foliar
(i.e., la variacién de la seccién transversal de pigmentos resulta de la variacion
del grosor de la epidermis y de la variacion de los pigmentos por unidad de
volumen), se utilizaron modelos mdultiples para determinar las posibles
diferencias entre segmentos de hoja en su capacidad o eficiencia de absorcién

de luz, debidas a esta variacion independiente.

5.3.1 Descripcion de la variabilidad de la base de datos analizada en
relacion a estudios previos.

La variabilidad de la densidad de clorofila (a + b) por unidad de area de las
hojas de T. testudinum que se examin6 en el presente estudio fue de mas de
dos 6rdenes de magnitud (1.2-208.7 mg m™?). Este rango de variacién es el
mayor hasta ahora examinado en pastos marinos, pues en los escasos
estudios realizados hasta la fecha de las propiedades Opticas de sus hojas
(Enriquez et al., 1992, 1994; Major & Dunton 2000, 2002; Cummings &
Zimmerman, 2003; Runcie & Durako, 2004; Enriquez, 2005b; Thorhaug et
al., 2006; Durako, 2007; Cayabyab & Enriquez, 2007), la mayor variabilidad
analizada habia sido de un orden de magnitud en el contenido de clorofila (a +
b) por unidad de &area de segmentos de hojas de esta misma especie
(Enriguez, 2005b). Estudios anteriores so6lo habian examinado una variacion
de hasta 6 veces en el contenido de clorofila a por unidad de area en Posidonia
oceanica (Enriquez et al., 1992) y de 5 veces el contenido de pigmentos
(clorofila a + b) por unidad de peso fresco en T. testudinum y Zostera marina
(Cummings & Zimmerman, 2003), cuya variacion por unidad de area es

todavia menor (cf. Enriquez et al., 1992).



La mayor parte del aumento del rango examinado en el presente estudio
con respecto al de Enriquez (2005b) fue debida a segmentos inmaduros, poco
pigmentados, con valores de densidad de pigmentos por debajo de 20 mg
(clorofila a + b) m™. En este rango de variacién, la magnitud del paso 6ptico
efectivo de la luz o la habilidad maxima de estas hojas de amplificar la
capacidad de absorcion de luz, puede observarse mejor (Figura 21). La base
de datos general de este estudio incluye segmentos de hoja inmadura que no
han desarrollado todavia toda su pigmentacién y que han sido excluidos del
analisis de la respuesta fotoaclimatativa de las hojas de T. testudinum (capitulo
2), pero también segmentos de hoja estructuralmente inmadura, es decir, que
tampoco se ha desarrollado completamente desde el punto de vista
morfologico. Los valores mas altos de clorofila (a + b) por unidad de éarea,
obtenidos en este estudio no sobrepasaron los reportados por Enriquez
(2005b) para esta especie y zona de estudio, que llegé a medir un maximo de
267.7 mg m?.
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Figura 21. Comparacion de la variabilidad de la capacidad de absorcion de luz
(absorptancia) versus densidad de clorofila a + b de los datos de este estudio (rombos
negros) con los reportados por Enriquez, 2005b (cuadros grises).

Este resultado confirma que las hojas de T. testudinum siguen
presentando valores de densidad de clorofila inferiores a los reportados para
los pastos marinos de ecosistemas templados, que presentan promedios entre
200 y 440 mg clorofila m? (Enriquez et al., 1992; Enriquez et al., 2004;



Enriquez, 2005b), cinco y doce afios después que los reportados por los
estudios de Enriquez (2005b) y Enriquez et al. (1992) para las mismas

praderas, localizadas en la laguna arrecifal de Puerto Morelos, Quintana Roo.

5.3.2 Analisis del efecto del contenido de pigmentos por unidad de area
sobre la capacidad de absorcién de luz, absorptancia.

La amplia variabilidad examinada de la densidad de clorofila se reflejo en una
variacion de sélo un orden de magnitud en la capacidad de absorcion de luz
(par, 5.4-71.0%), lo que represent6 una variacion de hasta 13 veces, de nuevo
la mayor analizada hasta la fecha en pastos marinos (Figura 21).

De las escasas comparaciones interespecificas de la absorptancia que se
han realizado, destaca el trabajo de Enriquez et al. (1992) que reportan los
valores mas bajos de absorptancia en las hojas de los pastos marinos
tropicales de pequefio porte del Caribe como Halodule wrightii (<50%) y
Halophila ovalis (<51%). Especies templadas de porte similar al H. wrightii
como Ruppia maritima y Ruppia cirrhosa muestran valores mayores, al igual
que su equivalente en el Indo-Pacifico, Halodule uninervis (>67%). Durako
(2007) determin6 que la absorptancia promedio de las especies de gran porte
como Posidonia australis, P. sinuosa, P. coriacea, P. angustifolia, Amphibolis
antarctica, A. griffithii, Zostera tasmanica, Z. capricorni y la de pequefio porte,
Halophila ovalis, fue de 57+6%, presentandose solamente un 10% en promedio
de variacion de la capacidad de absorber luz entre las nueve especies,
recolectadas en distintos sitios de las costas australianas. La maxima
capacidad para absorber luz de las hojas de Thalassia testudinum registrada
en el presente estudio fue de 71% de la luz incidente en promedio en el rango
del PAR. Sin embargo, los valores promedios de este estudio para hojas
maduras (excluyendo los valores de los segmentos inmaduros) fueron similares
a los promedios reportados por Enriquez (2005b) y Enriquez et al. (1992), con
valores cercanos al 60% de la luz incidente del PAR, absorbida por la hoja.

La capacidad para absorber luz, absorptancia, depende de la seccién
transversal de pigmentos, es decir, de la densidad de pigmentos por unidad de
area (clorofila a, b + carotenoides-xantofilas) presentes dentro de las
estructuras fotosintéticas, en este caso del tejido foliar. Estas variables,

absorptancia versus densidad de pigmentos mostraron una asociacion



significativa y positiva, aunque no lineal (Log-log, r= 0.92, p<0.0001, n=345). La
menor variabilidad presentada por la capacidad de absorcion de luz,
comparada con la densidad de pigmentos por unidad de area, se debe a que la
absorcion de luz de los pigmentos fotosintéticos se va aproximando
asintéticamente a un valor maximo conforme incrementa la densidad de
pigmentos, ya que éstos se auto-sombrean cada vez més y limitan fuertemente
su capacidad de absorcién de luz. Este valor maximo en las hojas de T.
testudinum de la laguna arrecifal de Puerto Morelos es de 61.3+0.41% (n=45) y
se alcanza a valores de densidades de pigmentos por encima de los 142 mg m’
2. El 17% de variabilidad, en promedio, encontrado en la absorptancia para
densidades similares de pigmentos (para 100 mg m™), permite suponer que las
variaciones de la anatomia de las hojas de T. testudinum, asociadas a cambios
no tanto en la distribucién de pigmentos sino en el volumen de hoja que ocupan
(grosor de la epidermis), en el volumen total de la hoja (grosor total) y en el
volumen de los lacunae (densidad de hoja), ademas del desarrollo de cristales
de oxalato calcico dentro de las células epidérmicas, podrian ser los
responsables de explicar esta variacion en la capacidad de absorcion de luz.
Las variaciones observadas en este estudio de la morfologia de la hoja apoyan
esta conclusion, pues se encontraron diferencias importantes tanto en el grosor
de la hoja (110-410um), de la epidermis (8.7-18.8um), y del sistema lacunar
(15.3-162.0 pm), asi como en el &rea especifica (104.7-378.0 cm? gPS™).

La complejidad de la interpretacion biolégica de modelos multivariantes
gue ademds estan constituidos por parametros no independientes, es decir,
que covarian entre ellos, es muy alta. Para ello y con el fin de determinar la
magnitud de la contribucién individual de cada pardmetro para explicar la
variabilidad observada en la absorptancia, se simuld la variabilidad de la
absorptancia vs. la variacion del contenido de pigmentos por unidad de peso
[mg gPS™], a partir del modelo matematico obtenido. Segln esto, se simulé el
efecto sobre la relacion de la absorptancia vs. el contenido de pigmentos, de la
variacion del grosor de la hoja manteniendo fijo en su valor promedio de la
base de datos, la densidad de hoja (Figura 22a). Asi como el caso inverso,
manteniendo fijo en su valor promedio el grosor de la hoja (Figura 22b), se
simulé el efecto de la densidad sobre la asociaciéon de la absorptancia vs. el

contenido de pigmentos. La variacién utilizada en la simulacion se mantuvo



siempre dentro del rango de variacion natural observado en la base de datos.

Los resultados obtenidos de esta simulacién se ilustran en los siguientes
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Figura 22. Comparacion del efecto de la variabilidad del grosor de hoja (a) y la densidad
de hoja (b) sobre larelacion absorptancia vs. los pigmentos por unidad de peso.

Esta simulacion permitié observar que la variabilidad del grosor de la hoja
afecta a la asociacion entre la absorptancia y la variaciéon del contenido de
pigmentos, en mayor grado (~40%) que la variabilidad de la densidad de hoja
(contenido de peso por unidad de volumen, ~30%). Las implicaciones
biolégicas de estos resultados son muy importantes pues significa que si un
aumento del grosor de la hoja permite alargar el paso optico efectivo de la luz y
mejorar la capacidad de absorcion de luz, estas hojas podrian reducir
significativamente los costos de inversion en pigmentos, y hacer hojas menos
costosas para la planta en términos de nitrogeno y proteinas. Es decir,
Thalassia testudinum y probablemente todos los pastos marinos de anatomia
foliar similar a ella, pueden producir hojas mas gruesas, con contenidos
menores de pigmentos por seccidn transversal de hoja, sin comprometer su
capacidad de absorcion de luz. El aumento del grosor de hoja implica también
un incremento del tamafo de los lacunae (sistema lacunar) y por tanto, no
necesariamente requiere de una mayor inversion estructural en carbono. Esta
interpretacion del papel del grosor de la hoja en la respuesta fotoaclimatativa
de los pastos marinos contrasta fuertemente con las explicaciones tradicionales
gue se han reportado en el @mbito de la ecologia terrestre (Bjérkman, 1981;
Terashima & Saeki, 1983; Vogelmann, 1993; Vogelmann & Martin, 1993),

en donde un aumento del grosor de la hoja esta asociado siempre a mayores



requerimientos de luz, como consecuencia del fuerte gradiente interno de luz
gue se forma en el interior del tejido (Terashima & Saeki, 1983; Vogelmann,
1993; Vogelmann & Martin, 1993). La contribucidbn de estos descriptores
morfologicos de la hoja (grosor y densidad) a sus propiedades Opticas con
independencia de su contenido en pigmentos, podria explicar el 17% en
promedio de incertidumbre estimado en este estudio comparativo para la
relacion: absorptancia vs. densidad de pigmentos por unidad de area (Figura
14). Otra importante conclusion de esta simulacion, es que las hojas de T.
testudinum al aumentar el grosor y/o la densidad de la hoja, mejoraran
significativamente la eficiencia de absorcion de luz de los pigmentos, lo que
permitird una disminucion de su empaquetamiento o aumento de su eficiencia
de absorcion de luz.

La importancia del grosor de la hoja en la determinacion de las
propiedades Opticas de los talos de macroalgas, ha sido previamente
considerada en los estudios de Ramus (1978, 1990) y Enriquez et al. (1994).
El primer autor comparando la capacidad de absorcion de luz de talos de Ulva
sp. y Codium sp., encontr6 que la variacion del grosor del talo tenia un
significativo efecto sobre la absorptancia, es decir, talos delgados de Ulva sp.
absorbian alrededor de un 15% de la luz incidente, mientras que talos gruesos
de Codium sp. conseguian absorber mas de un 90%. Comparaciones
alométricas sobre un amplio rango de macrofitos marinos han proporcionado ya
una primera evaluacién de la importancia relativa del contenido de pigmentos
frente al grosor del talo (Enriquez et al. 1994). Sin embargo, estos autores no
habian encontrado el mismo efecto del grosor para el grupo de los pastos
marinos (Enriquez et al., 1992, 1994). Durako (2007) recientemente determiné
gue las hojas de pastos marinos de pequefio porte como Halophila ovalis,
tienen una menor absorptancia promedio (53.5%), comparada con las especies
de mayor porte como Posidonia australis, P. sinuosa y Zostera tasmanica
(rango 56.5-63.5%), pero no aporta evidencias de que el tamafio de la planta
se corresponda con cambios similares paralelos en el grosor de la hoja.

Se han documentado ejemplos en ambientes acuaticos que sefalan que
el aumento del grosor de las estructuras fotosintéticas (células fitoplanctonicas
y talos de macroalgas), mejora la capacidad de absorber luz (Ramus, 1978;

Morel & Bricaud, 1981; Ramus, 1990). En estudios sobre las propiedades



Opticas de hojas de plantas terrestres se observd que el grosor de la hoja esta
significativamente correlacionado con la capacidad para transmitir y reflejar la
luz incidente (Knapp & Carter, 1998) y con la capacidad de alargar el paso
Optico efectivo de la luz (Rihle & Wild, 1979). En el estudio de Knapp &
Carter (1998) se examinaron hojas de 26 especies terrestres, concluyendo que
existe una mayor relacion entre el grosor de la hoja y la capacidad de absorcién
de luz, que con la variacién del peso especifico de la hoja (SLM 6 LMA=
1/SLA). Mientras que, en el estudio intraespecifico de Enriquez & Sand-
Jensen (2003) se concluyé que es la densidad del tejido (volumen de los
espacios aéreos en el mesdfilo) y no el grosor de la hoja, el descriptor
morfolégico que mejor explica la variabilidad encontrada en la capacidad y
eficiencia de absorcion de luz de las hojas de la planta anfibia Mentha aquatica.

Es importante también sefialar que por encima de un valor maximo de la
absorptancia, que en plantas terrestres es del 83% y en Thalassia testudinum
se ha estimado en este estudio del 61%, incrementos en el contenido de
pigmentos o en el grosor de la hoja, no se van a reflejar en una mejora
significativa de la absorptancia, aunque si pueden tener consecuencias muy
distintas sobre la eficiencia de absorcién de luz de los pigmentos. Es decir,
mientras que un aumento del grosor de la hoja puede contribuir
significativamente a aumentar esta eficiencia, una mayor inversion en
pigmentos puede contribuir significativamente a reducirla.

Otros estudios han documentado que la importancia del grosor de la hoja
sobre las propiedades de absorcion de luz, puede pasar inadvertida cuando se
comparan pequefios rangos de variacion en especies poco plasticas para este
parametro, y en donde los cambios en la densidad de hoja pueden ser mucho
mas importantes. Comparaciones amplias en un grupo taxonémico muy
variable en cuanto a su morfologia como las macroalgas (Ramus, 1978, 1990)
ylo el fitoplancton (Morel & Bricaud, 1981; Agusti, 1991a), han llegado a
considerar variaciones en el grosor de hasta en 100 veces. En otras especies o0
en comparaciones interespecificas en la habilidad competitiva de la obtencién
de recursos como la luz, diferencias en el grosor de la estructura fotosintética
(talo u hoja) podria mejorar sustancialmente la capacidad o eficiencia de

absorcion de luz, mas que el propio aumento del contenido de pigmentos, lo



gue supondria un ahorro en la construccion del aparato colector de luz de la
membrana fotosintética.

Las variaciones encontradas entre especies en la anatomia del tejido,
asociadas a la diversidad y complejidad de opciones evolutivas de la estructura
fotosintética, han desarrollado una amplia gama de posibilidades en la
organizacion y distribucién de los pigmentos, asi como, en la presencia de
estructuras dispersivas como espacios aéreos, cristales u otros cuerpos intra o
intercelulares que pueden facilitar el aumento del paso 6ptico efectivo de la luz
(Ramus, 1978; Ruhle & Wild, 1979; Ramus, 1990; Vogelmann, 1993;
Vogelmann & Martin, 1993; Vogelmann et al., 1996; Enriquez et al., 2005).
En este sentido, los organismos han evolucionado por un lado, para tratar de
maximizar la absorcién de luz en condiciones favorables para la fotosintesis,
pero también, para tratar de maximizar la eficiencia del uso de los recursos
disponibles en colectar luz (Enriguez & Sand-Jensen, 2003; Enriquez,
2005b). Un tejido mas grueso puede reducir la inversion en complejos
pigmentos-proteinas, si es capaz de desempaquetar los pigmentos, pues los
vuelve mas eficientes para colectar luz. Con el aumento del grosor se podria
favorecer la dispersion mdultiple de la luz interna, lo que permitiria incrementar
la probabilidad de que un foton sea absorbido al alargar su paso Optico efectivo
(Ruhle & Wild, 1979; Enriquez et al., 2005) y reducir el empaquetamiento. Por
otro lado, se debe considerar que aumentar el grosor de hoja tiene también un
limite, pues la planta no puede comprometer en exceso la produccion
fotosintética como consecuencia del efecto paquete o autosombra de los
pigmentos dentro del tejido, ya que el aumento del grosor de la estructura
fotosintética ejerce una mayor limitacion sobre el metabolismo fotosintético que
sobre el respiratorio (Enriquez et al., 1996). En las hojas aqui examinadas de
Thalassia testudinum, un aumento del grosor de hoja puede favorecer el
aumento del paso Optico efectivo de la luz, debido a la presencia de estructuras
refractivas como el sistema lacunar, las grandes vacuolas, las paredes de las
células y los cristales de oxalato de calcio dentro de la epidermis, sin
comprometer en exceso la fotosintesis pues el tejido que regula el aumento del
grosor, el aerénquima, no esta pigmentado y la actividad fotosintética esta

reducida a la epidermis.



5.3.3 Tipos morfolégicos de hojas en Thalassia testudinum y sus
propiedades Opticas.

Este estudio encontré que las variables grosor de hoja, densidad de hoja y
pigmentos por unidad de peso, estan inter-correlacionadas. El analisis de rutas
mostrd que las tres variables afectan directa y positivamente la variacion de la
seccion transversal de pigmentos, asi como la variacion de la capacidad de
absorcion de luz (Figuras 15, 16). Considerando esta colinearidad observada
en la base de datos general se infiere que durante el crecimiento o trayectoria
ontogénica de las hojas, se presentan dos tipos fundamentales de segmentos a
lo largo de la misma hoja (Figura 23). El Tipo | corresponde a un segmento de
hoja inmaduro (parte mas basal de la hoja), con menor contenido de pigmentos
por unidad de peso, mayor grosor de hoja y por tanto, menor densidad. Este
tipo de segmento significd en la base de datos general un 31% del total de
muestras analizadas en la base de datos, lo que permiti6 aumentar
significativamente el rango de variacion considerado en este estudio
comparativo. El segmento de hoja Tipo Il, corresponde, por el contrario, a un
segmento de hoja maduro (cercano o no al apice), generalmente mas delgado,
gue presenta mayor contenido de pigmentos y densidad de hoja.

TIPOI TIPO I
Hoja gruesa Hoja delgada
Menor densidad de hoja Mayor densidad de hoja
Menos pigmentos por unidad de peso Mas pigmentos por unidad de peso
Mayor eficiencia de absorcionde luz Menor eficiencia de absorcion de luz

Figura 23. Tipos de segmentos de hojas presentes durante el crecimiento o trayectoria
ontogénica de las hojas del pasto marino Thalassia testudinum.



El tipo de covariacidbn encontrada entre las tres variables y la fuerte
asociacion entre el contenido de pigmentos por unidad de peso y la eficiencia
de absorcion de luz, a*, explican las correlaciones encontradas entre el grosor
de hoja y la densidad con a* positiva para el grosor y negativa para la
densidad. Es decir, el menor contenido de pigmentos por unidad de peso que
muestran las hojas inmaduras, que son ademas mas gruesas, explicaria la
asociacién positiva encontrada entre a* y el grosor de hoja. Del mismo modo, el
hecho de que estas hojas son ademas menos densas explicaria la asociaciéon
negativa de a* y la densidad de hoja.

5.3.4 Analisis del efecto del contenido de pigmentos por unidad de area
sobre la eficiencia de absorcion de luz.

La pérdida de eficiencia de los pigmentos fotosintéticos en absorber luz cuando
estan organizados in vivo dentro de estructuras fotosintéticas se denomina
efecto paquete. Este fenbmeno se ha observado y descrito para organismos
unicelulares (Duysens, 1956; Kirk, 1975, 1976, 1994; Morel & Bricaud, 1981)
y también se ha comprobado que afecta a estructuras dispersivas
multicelulares (Enriquez & Sand-Jensen, 2003; Enriquez, 2005b; Enriquez
et al., 2005). La caida de la eficiencia de absorcion de luz al aumentar la
densidad de pigmentos por unidad de area no es linear, y su magnitud varia
entre diferentes estructuras fotosintéticas segun el grado de empaquetamiento
de sus pigmentos (i.e., Geider & Osborne, 1992; Enriquez & Sand-Jensen,
2003; Enriquez, 2005b). ElI fenbmeno que compensa el efecto paquete en
estructuras dispersivas, es la dispersién multiple, la cual permite incrementar la
eficiencia de absorcion de luz al incrementar el paso 6ptico efectivo de la luz y
por tanto, la probabilidad de que un fotén sea absorbido por molécula de
pigmento (Ramus, 1978; Ruhle & Wild, 1979; Ramus, 1990; Vogelmann &
Martin, 1993; Enriquez et al., 2005) y generar diferencias significativas entre
especies en el patron de empaquetamiento.

La eficiencia de absorcién de luz (coeficiente especifico de absorcion, a*)
de los pigmentos fotosintéticos mostré una variacion de un orden de magnitud
(0.0034-0.0693 m? mg™), lo que al igual que la absorptancia puede estar
asociado ademas de a la variabilidad de la densidad de pigmentos, a los

cambios estructurales de la morfologia foliar. El analisis de la asociacion entre



a*y la densidad de pigmentos por unidad de area, permitié obtener un factor de
escala, que al corregirse (Niklas, 1994) mostr6 un valor cercano a -1/2 (-0.52),
lo que significa que la eficiencia de absorcion de luz decae no linealmente al
aumentar la seccién transversal de pigmentos. Estos resultados vuelven a
confirmar que las hojas de Thalassia testudinum sufren el efecto paquete y que
este empaquetamiento es menor a bajas densidades de pigmentos.

El valor de la pendiente log/log o factor de escala, también indica que la
eficiencia de absorcion de luz de los pigmentos no decae tan rapidamente al
aumentar la densidad de pigmentos como el patron descrito para las hojas de
la planta anfibia Mentha aquatica (Enriquez & Sand-Jensen, 2003) y como
predecia el modelo reportado por Enriqguez (2005b) para hojas del pasto
marino T. testudinum. Al comparar los valores determinados en el presente
estudio para T. testudinum (factor de escala= -0.52 + E.E.=0.10), con los
proporcionados por Enriquez (2005b) para la misma especie (factor de escala=
-0.84 + E.E.=0.03), se observo que los valores de ambas bases de datos
coinciden a altas densidades de pigmentos, pero que los valores de a*,
determinados en hojas poco pigmentadas por Enriquez (2005b) predicen
valores 1.3 veces mayores que los valores determinados en este estudio
(Figura 24). La mayor parte de los segmentos de hojas poco pigmentados que
se han examinado en este estudio corresponden a segmentos de hojas
inmaduras que todavia no han desarrollado la respuesta fotoaclimatativa
completa, sin embargo el estudio de Enriquez (2005b) se basa exclusivamente
en segmentos maduros. En base a estas diferencias se puede concluir que, el
grado de empaquetamiento de los pigmentos en segmentos inmaduros de la
hoja parece ser menor al predecible a partir de una comparacion de segmentos

maduros.
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Figura 24. Comparacion de la variabilidad de la eficiencia de absorcién de luz
(coeficiente especifico de absorcion) versus densidad de clorofila a + b de los datos de
este estudio (rombos negros) con los reportados por Enriquez, 2005b (cuadros grises).

La morfologia foliar inmadura de los pastos marinos podria explicar la
significativa reduccién encontrada en la eficiencia de absorcién de luz de las
hojas poco pigmentadas. La parte de la hoja que no ha completado su
desarrollo estructural, es mas delgada, pero ademas no ha desarrollado
todavia los cristales de oxalato de calcio dentro de sus células epidérmicas,
gue son imperceptibles 0 muy pequefios como se observé en este estudio y se
describe en el capitulo 3.

Al examinar la variabilidad de la eficiencia de absorcion de luz de los
segmentos inmaduros (Figura 25), se encontr6 que los segmentos inmaduros
se comportaban de forma distinta atendiendo al tipo de inmadurez. Los
segmentos inmaduros desde la perspectiva de pigmentos pero maduros desde
el punto de vista estructural (cuadros rojos), tienen mayores eficiencias de
absorcién de luz que los segmentos inmaduros estructuralmente (triangulos
verdes). Esto sugiere que los cambios en la morfologia asociados a la
maduracién de la hoja (aumento del grosor de la hoja y de la epidermis) que
ocurren antes de la maduracion pigmentaria, contribuyen a mejorar la eficiencia
de absorcion de los pigmentos. Sin embargo, esta mejora no permite alcanzar
los valores que predice el modelo comparativo reportado por Enriquez

(2005b), que serian en promedio 1.3 veces mayores que los determinados en



este estudio. La diferencia mas importante entre las dos bases de datos es el

tipo de segmento examinado, ya que las hojas poco pigmentadas utilizadas por

Enriquez (2005b) son segmentos proximos al apice de la hoja.
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Figura 25. Variabilidad del coeficiente especifico de absorcién en funcién de la densidad
de clorofilaa + b, separando los segmentos inmaduros de los maduros.

5.3.5 Andlisis del efecto del contenido de pigmentos por unidad de
volumen y la morfologia foliar sobre la eficiencia de absorcién de luz.

El analisis de regresion simple entre la eficiencia de absorcidn de los pigmentos
fotosintéticos versus los pigmentos por unidad de volumen mostré un factor de
escala corregido de -0.50, similar al encontrado para la variacion de la seccion
transversal o pigmentos por unidad de area, de -0.52. Este resultado, al igual
gue el obtenido para los pigmentos por unidad de area, sugieren la necesidad
de explorar las caracteristicas morfologicas internas de las hojas de Thalassia
testudinum, pues éstas podrian ser las responsables de que no se observe una
fuerte disminucion del coeficiente especifico de absorcion, a*, a pesar del fuerte
empaguetamiento que sufren los pigmentos dentro del pequefio volumen de la
epidermis.

Al comparar el contenido de pigmentos por unidad de volumen de las
hojas del pasto marino T. testudinum con los pigmentos de la planta anfibia M.
aquatica, se observo que la concentracion de pigmentos en las hojas del pasto
marino variaron entre 0.47 y 28.0 mg m™ (promedio 10.7 mg m’), mientras que

en las hojas de la planta anfibia variaron entre 0.28 y 4.56 mg m™ (promedio



1.91 mg m3, Enriquez & Sand-Jensen, 2003). Esto muestra que las hojas del
pasto marino T. testudinum tienen valores alrededor de un orden de magnitud
mayores que la planta anfibia, aunque a bajas concentraciones de pigmentos
los valores son similares. Sin embargo, el andlisis comparativo de la asociacion
entre el coeficiente especifico de absorcién, a*, y la densidad de pigmentos por
unidad de area de las hojas de T. testudinum y M. aquatica (Enriquez, 2005b)
ha documentando que la eficiencia para absorber luz de T. testudinum es
inferior en casi todo el rango examinado en sélo un 38% en promedio, lo que
parece poco considerando las enormes diferencias en concentracion de
pigmentos por unidad de volumen. Este resultado sugiere que deben existir
otras propiedades Opticas que estan favoreciendo que los pigmentos en las
hojas de T. testudinum no sufran un dramatico aumento del efecto paquete con
respecto a otras morfologias foliares cuyo meséfilo no se encuentra tan
empaquetado como las hojas de plantas terrestres.

El mesdfilo bifacial de las plantas terrestres consiste en un parénquima
de empalizada, que permite dirigir la luz hacia el interior de la hoja
(Vogelmann, 1993; Vogelmann & Martin, 1993), y un mesdfilo esponjoso
(Tomlinson, 1980), que por medio de los amplios espacios aéreos pueden
incrementar el paso optico efectivo de la luz (Ruhle & Wild, 1979; Vogelmann
& Martin, 1993; Vogelmann et al., 1996). La adaptacién morfologica de los
pastos marinos al medio marino podria haber resultado en una significativa
reduccion de su habilidad para colectar la luz. Sin embargo, Enriquez et al.
(1992) y Enriquez (2005b) ofrecen evidencias de la alta eficiencia para
absorber luz de los pastos marinos de zonas templadas, que poseen
anatomias foliares similares a la de Thalassia testudinum. Al comparar la
eficiencia de absorcion de luz de las hojas de los pastos marinos templados
con las hojas de Mentha aquatica, Enriqguez (2005b) encuentra que los
primeros presentaron incluso una mayor eficiencia para absorber luz, para
valores similares de clorofila a por unidad de area, que esta especie anfibia de
zonas humedas, templadas y frias del norte de Europa (Enriquez & Sand-
Jensen, 2003; Enriguez, 2005b). Estos resultados sugieren que la menor
habilidad para colectar luz reportada para las hojas de T. testudinum, no seria
una limitacion de la morfologia general de las hojas de los pastos marinos

como grupo, sino que podria ser una especial caracteristica adaptativa de esta



especie tropical que suele habitar aguas muy iluminadas. Las hojas de las
especies templadas de pastos marinos parece que han desarrollado eficaces
mecanismos para contrarrestar el fuerte empaguetamiento de sus pigmentos y
no afectarse drasticamente por el efecto de auto-sombra o efecto paquete. La
observacion de que los pastos marinos templados mantienen un coeficiente
especifico de absorcién, a*, que es 1.4 veces mayor que el determinado para
las hojas de M. aquatica, para una misma densidad de pigmentos por unidad
de area, implica que algunas especies han conseguido contrarrestar la
aparente subdptima distribucién de pigmentos, sin sufrir una fuerte reduccién
de su eficiencia de absorcién de luz (Enriquez, 2005b). No se conoce lo
suficiente acerca de los mecanismos estructurales responsables de esto, pero
podrian estar relacionados tanto con la morfologia foliar, como con la misma
estructura de la membrana fotosintética (i.e., mayores antenas).

Por otro lado, no se encontré una correlacion significativa entre a*, y el
grosor de epidermis. Sin embargo, al examinar el efecto combinado de los
pigmentos por unidad de volumen y el grosor de epidermis sobre la variacion
de a*, se observo que si existe un efecto directo significativo y negativo del
grosor de la epidermis sobre a*. EI modelo multiple obtenido indica que el
grosor de la epidermis tiene incluso un mayor efecto de auto-sombra de los
pigmentos, que la propia variacion de la concentracion de pigmentos por
unidad de volumen. Este resultado sugiere que para valores similares del
contenido de pigmentos por unidad de volumen, un aumento del grosor de la
epidermis resulta en un mayor empaquetamiento de los pigmentos, mientras
gue menores grosores pueden favorecer una mejora de su eficiencia de
absorciéon de luz. No obstante, un aumento del grosor de la epidermis también
permite reducir fuertemente la concentracion de pigmentos por unidad de
volumen y mejorar su eficiencia de absorcion de luz, por lo que aumentar el
grosor de epidermis también puede contribuir indirectamente al
desempaquetamiento de los pigmentos. En este sentido, nuestros resultados
apoyan la interpretacion de Agusti (1991a, b) que sefiala que las estrategias
de las células fitoplanctonicas para reducir el efecto paquete, es regular
convenientemente la concentracion intracelular de pigmentos, Ci, y/o el
didmetro celular equivalente, d. Lo que sugiere que una especie de mayor

tamafio (> diametro celular equivalente), que sufre un mayor empaquetamiento



de los pigmentos que una célula pequefia, para evitar el auto-sombreado,
reduce su concentracion intracelular de pigmentos. Esto, trasladado a especies
multicelulares podria sugerir una capacidad de asignar un tamafio conveniente
del receptaculo de pigmentos ante la variabilidad del campo luminico, en

funcién de los recursos disponibles.

5.3.6 Analisis del efecto del contenido de pigmentos por unidad de peso y
la morfologia foliar sobre la eficiencia de absorcién de luz.

Considerando que los cambios morfolégicos de la hoja no sdlo involucran
cambios en el volumen foliar (grosor de epidermis), sino también cambios en la
densidad de hoja (peso por unidad de volumen de hoja), se exploré la variacién
del coeficiente especifico de absorcién, a*, en funcion de los cambios en el
contenido de pigmentos por unidad de peso. Este andlisis mostro una
asociacion negativa y significativa, con un factor de escala corregido de -0.55,
similar al determinado para los otros descriptores de pigmentos, expresados
por unidad de éarea, -0.52, y volumen, -0.50. El contenido de pigmentos por
unidad de peso examinado varié de 8.2 a 698.1 mg gPS™, representando una
variacion en dos 6rdenes de magnitud.

En el modelo de regresion multiple realizado con los pigmentos por
unidad de peso y el peso especifico, LMA, no se determind ningun efecto
significativo del LMA sobre la eficiencia de absorcién de luz, a*. Lo que sugiere
gue todo el posible efecto de los cambios en el peso especifico de la hoja,
LMA, sobre la eficiencia de los pigmentos en absorber luz, podrian estar
asociados a los cambios en el contenido de pigmentos por unidad de peso,
pues no existe un efecto independiente del LMA. Estos resultados apoyan los
reportados por Knapp & Carter (1998) que encontraron un efecto significativo
del grosor de la hoja sobre la reflectancia, pero no sobre el peso especifico, en

su analisis comparativo entre 26 especies terrestres.

5.3.7 Comparacién de la variabilidad de pigmentos expresados por unidad
de érea, volumen y peso, en funcién de la eficiencia de absorcién de luz.

Para las tres expresiones de pigmentos, por unidad de area, volumen y peso,
se observd que un aumento en la cantidad de pigmentos, disminuye la

eficiencia de absorcion de luz, y que esta caida sigue un patrén no linear en los



tres descriptores (Figuras 16, 17a, 18a). El factor de escala de la densidad de
pigmentos por unidad de &rea fue -0.52, el de la concentracién de pigmentos
por unidad de volumen fue -0.50, y el del contenido de pigmentos por unidad de
peso fue -0.55. Estos resultados indican que la disminucién de a* es similar al
aumentar el contenido de pigmentos, sin importar Si se expresa como cambios
en la seccion transversal (contenido por area proyecta), por volumen foliar
(concentracidn) o por peso seco, aungue éstos ultimos son los que causan un
mayor efecto sobre a*. Es decir, las hojas de Thalassia testudinum sufren un
ligero mayor empaguetamiento de los pigmentos al aumentar los pigmentos por
unidad de peso, posiblemente a través de los cambios que la morfologia de las
hojas de T. testudinum ejercen sobre la seccion transversal de pigmentos.

Esto sugiere que las hojas de T. testudinum, deben regular la variabilidad
de sus tejidos para maximizar la capacidad y eficiencia con que absorben luz.
Estos tejidos, conforman las tres capas celulares de la hoja, cada una con
caracteristicas oOpticas distintas, las cuales determinan su grosor total. Las dos
capas de células epidérmicas, con un determinado coeficiente de dispersion,
Se, Y Otro de absorcidn, ae, debida a la presencia de pigmentos y de cristales de
oxalato de calcio (Dobbs et al., 2004) y la tercera capa, el aerénquima, que
probablemente sélo contribuye a dispersar la luz, s..

Una estrategia para evaluar el efecto de cada una de las capas de
células de la hoja, sobre la capacidad y eficiencia de absorcién de luz, es
mediante modelos de simulacion como el de Monte Carlo. Este modelo puede
simular y predecir la habilidad para absorber y dispersar-esparcir la luz de cada
capa del tejido de la hoja (Wang & Jacques, 1992). Para ello, se deben
conocer los valores del coeficiente de absorcién, a, y dispersion, s, de cada
tejido como resultado de la integracion del efecto de los pigmentos, los
cristales, la densidad de células, asi como de un factor crucial, el grosor total
de la hoja y de cada tejido que la conforma. Es importante considerar que
pequeiios cambios en el grosor pueden ejercer un fuerte efecto sobre la
absorcion de luz de toda la hoja. Esto se debe a que el grosor de la hoja, es la
suma de lo que regula la variaciéon de la epidermis y lo que regula la variaciéon
del aerénquima. La simulacion de Monte Carlo es uno de los retos a perseguir

a partir de este estudio comparativo.



VI. CAPITULO 2

ANALISIS DE LA RESPUESTA FOTOACLIMATATIVA DE LAS
HOJAS DE THALASSIA TESTUPINUM.
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6.1 Materiales y Métodos.

Las hojas de los pastos marinos se desarrollan a partir de un meristemo apical
situado en el extremo del rizoma vertical, de forma que las hojas mas jovenes
se encuentran dentro del haz de hojas y las mas viejas son las que ocupan una
posicion mas exterior, proxima a desprenderse del haz. Las hojas crecen
también a partir de un meristemo basal situado entre la vaina y la hoja, que
permite su elongacion, por tanto, la parte basal de la hoja es también la méas
joven. Las hojas se suelen numerar por orden de edad, de forma que la mas
joven es la hoja 1 y la mas vieja en el caso de Thalassia testudinum suele ser
la hoja 3. El analisis de la respuesta fotoaclimatativa se hizo sélo para los
segmentos maduros de la hoja 2, con el fin de excluir del andlisis las partes de
la hoja que no habian desarrollado todavia la respuesta fotoaclimatativa
completa al campo luminico disponible en el entorno. La hoja 2, excluyendo su
parte basal inmadura, ha completado ya todo su desarrollo a diferencia de la
hoja 1, y el dafio acumulado sobre la hoja y la cobertura de epifitos son
minimos con respecto al que se observa en hojas mas viejas.

En este trabajo se observd que el grado de inmadurez o la frontera entre
la hoja inmadura y madura de T. testudinum es diferente para la maduracién
estructural y para la maduracion pigmentaria. La razén es que la hoja se
desarrolla antes dentro de un haz que esta enterrado en el sedimento. El
desarrollo de la pigmentacion no se induce hasta que se disparan los genes
gue codifican la formacion de los cloroplastos, cuando sienten suficiente luz
(Mullet, 1998). Por ello, se han seguido dos criterios para definir un segmento
maduro. El primero, de la maduracion morfoldgica, siguiendo el patrén de
variacion del area especifica, SLA, para definir a partir de su valor minimo (en
la parte basal) a la hoja madura. La maduracion morfolégica de los haces
foliares en cada pradera fue diferente, es decir, que la separacion de los
segmentos maduros en funcion del SLA fue distinta para cada una de las seis
praderas. En la pradera A y B los segmentos inmaduros fueron 0-2, en la C
fueron los segmento del 0-2 a 14-16, en la D fueron de 0-2 a 8-10, en E fueron
de 0-2 a 4-6 y en la pradera F fueron los segmentos 0-2 y 2-4. El segundo
criterio, el pigmentario, se aplicé en base al patron de variacion de la densidad

de pigmentos por unidad de area, y excluyé la parte de significativa menor



pigmentacion o zona inmadura en la base de la hoja. La variabilidad de los
pigmentos entre praderas fue mas homogénea, ya que los segmentos
inmaduros fueron de 0 a 3cms en todos los sitios, excepto en D, donde los

segmentos inmaduros fueron de 0-5cms.

6.1.1 Andlisis estadistico.

En este segundo capitulo el objetivo fue el analisis de la respuesta
fotoaclimatativa de la hoja. Para realizar este analisis s6lo se utilizaron los
segmentos maduros y se excluyo de la base de datos anterior todos los valores
qgue correspondian a la parte inmadura de la hoja. Para explicar la variabilidad
de los descriptores medidos se utilizé la media + el error estandar (E.E.) y el
coeficiente de variacion (C.V.).

La variabilidad entre praderas se representd con graficos de barras
mostrando los promedios + el error estandar (E.E.). Para probar si las
diferencias observadas eran significativas, se aplicaron analisis de variancia de
una via (donde las praderas son el factor fijo con seis niveles). Cuando se
obtuvieron diferencias significativas entre las praderas se aplicé la prueba de
comparaciones multiples de Tukey que determina que pradera (s) es (son)
distinta (s) del resto. Finalmente, se analizaron las asociaciones de variacion

con el coeficiente de correlacion de Pearson (r).



6.2 Resultados.

El andlisis de la respuesta fotoaclimatativa de las hojas de Thalassia
testudinum se realiz6 comparando tanto la variacion de esta respuesta entre
hojas crecidas en diferentes praderas situadas a lo largo de un gradiente de
profundidad en la laguna arrecifal de Puerto Morelos, como la variabilidad de la
respuesta que se observa a lo largo de una misma hoja, como consecuencia
del gradiente luminico que se forma en el interior del dosel de cada pradera.
Por tanto, la variabilidad de respuestas fotoaclimatativas desplegadas por las
hojas de T. testudinum, son el resultado de la variabilidad del campo luminico
tanto en profundidad como dentro del dosel de cada pradera.

La descripcién de los patrones encontrados esta agrupada por sitios o
praderas, y dentro del dosel o a lo largo de la hoja de cada pradera y se

describen con la media, el error estdndar y el coeficiente de variacion.

6.2.1 Variacion del campo luminico de las hojas de T. testudinum en dos
gradientes de luz. Variabilidad entre praderas (en profundidad) y a lo largo
de la hoja (dentro del dosel).

Variabilidad entre praderas: irradiancia relativa en la superficie del dosel, Es
[%0].

Las seis praderas seleccionadas para este andlisis variaron entre una
profundidad de 0.5m, la mé&s somera (pradera A), hasta una profundidad de
4m, la mas profunda (pradera F) situada en el centro de la laguna arrecifal
(Tabla 1). Segun la descripcién del campo luminico realizada por Olivé et al.
(2005), aunque la pradera A fue la mas somera, la pradera B es la que
presentd los valores mas altos de irradiancia a la altura del dosel, al tener un
dosel alto (Tabla 1). Segun estos valores, la pradera B recibe 1.8 veces mas
irradiancia a la altura del dosel (88.8% E) que la pradera F (49.6% E;) (Figura
26a), pero estas diferencias se reducen a 1.3 veces cuando se considera el
promedio dentro del dosel (Figura 26a), y, ademas es la pradera C la que
presenta un promedio mayor (55.8% Es) y la E la que presenta el menor
(41.8% Es), como consecuencia de las diferencias en la atenuacion de luz
dentro del dosel (Figura 26b).
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Figura 26. Variabilidad entre praderas a la altura del dosel (negro), variabilidad promedio
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Variabilidad a lo largo de la hoja: irradiancia relativa dentro del dosel, Es [%0].

Dentro del dosel de cada pradera, la variacién del campo luminico foliar estuvo
afectada principalmente por la variacion de la densidad de haces de un modo
similar al descrito por Enriquez y Pantoja-Reyes (2005) para la laguna
arrecifal de Puerto Morelos. Como consecuencia de la dependencia del campo
luminico foliar en la variacién de la morfologia del dosel entre praderas, las
praderas A, B, D y E experimentaron una fuerte reduccion de luz dentro del
dosel (de la zona apical a la base de las hojas), con una variacién de la
irradiancia relativa ~35% (Figura 26b), mientras que las praderas C y F

presentaron los menores valores de atenuacion de luz dentro del dosel.

6.2.2 Variacion de la capacidad y eficiencia de absorcion de luz de los
pigmentos de las hojas de T. testudinum en dos gradientes de luz.
Variabilidad entre praderas (en profundidad) y a lo largo de la hoja (dentro
del dosel).

Variabilidad entre praderas: densidad de pigmentos por unidad de area [mg m’
2]_

El sitio A, que corresponde a la pradera mas somera, tuvo la menor densidad
de pigmentos en promedio por unidad de area (61.25+4.39 mg m™). Por su
parte, las praderas B y D presentaron las mayores densidades de pigmentos

(113.85+10.29 y 111.77+5.07 mg m?, respectivamente), lo que significa que



tuvieron 1.9 y 1.8 veces, respectivamente, mas pigmentos por unidad de area
que el sitio A (Figura 27a). Aunque la densidad de pigmentos entre las
praderas vario significativamente (F=12.36, n= 260, p<0.0001), sélo la pradera
A fue distinta de los sitios restantes (Tabla 5). No se encontraron diferencias
significativas entre las praderas B a F en cuanto al contenido de pigmentos de
sus hojas, a pesar de las diferencias observadas en el campo luminico a la
altura del dosel. Los valores de los segmentos maduros para la densidad de
pigmentos por unidad de area mostraron la mayor variabilidad de los
descriptores de pigmentos (C.V.=40%).
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Figura 27. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) de la densidad de
pigmentos.

Tabla 5. Probabilidades asociadas a la densidad de pigmentos [mg m™], de acuerdo a la
prueba de comparaciones multiples de Tukey.

Praderas A B C D E F
A 1.000
B 0.000 1.000
C 0.000 0.682 1.000
D 0.000 1.000 0.315 1.000
E 0.000 0.680 1.000 0.325 1.000
F 0.000 0.989 0.646 0.982 0.655 1.000

Variabilidad a lo largo de la hoja: densidad de pigmentos por unidad de area
[mg m.

La variacion del contenido de pigmentos por unidad de area a lo largo de la
hoja (s6lo la seccion madura), mostré que la parte apical de la hoja tiende a
presentar menor densidad de pigmentos, a excepcion de las praderas Ay C



gue no mostraron una variacion significativa de la densidad de pigmentos por

unidad de area hacia el apice de la hoja (Figura 27b).

Variabilidad entre praderas: cociente carotenoides / clorofila a.

La variabilidad del cociente carotenoides / clorofila a, no mostr6 un patrén de
variacion entre praderas (Figura 28a). Sin embargo, se encontraron diferencias
significativas entre los sitios (F=4.49, n= 262, p=0.001), F, que present6 el
mayor valor promedio (0.194+0.02 mg carotenoides / mg™ chl a) y las praderas
C, Dy E (Tabla 6). Las praderas C y D presentaron los menores valores
promedios de este cociente (0.145+0.005 y 0.142+0.01 mg carotenoides / mg™
chl a, respectivamente). Esto significa que la pradera F, la mas profunda, tenia
sorprendentemente mas inversion en fotoproteccion, es decir entre 1.3 y 1.4
veces mas carotenoides por clorofila a, que las praderas mas someras como C
y D, pero incluso que la situada en la orilla de la playa, la A. La variabilidad de
este parametro dentro de cada pradera (a lo largo de la hoja) fue del 26%
(C.V.) en la pradera C al 62% en la E (C.V.), con una variacion promedio del
54% (C.V.).

Variabilidad a lo largo de la hoja: cociente carotenoides / clorofila a.

La variabilidad a lo largo de la hoja del cociente carotenoides y clorofila a,
mostrd una tendencia a incrementarse hacia la zona apical en las praderas que
mostraron un cambio significativo del contenido de pigmentos a lo largo de la
hoja (B, D, E y F). La variabilidad encontrada indica que al aumentar la
disponibilidad de luz en las zonas apicales del dosel, disminuye la seccion
transversal de pigmentos (< densidad de pigmentos) y aumenta la capacidad

fotoprotectora (> razon carotenoides/clorofila a) (Figura 28b).
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Figura 28. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) del cociente
carotenoides / clorofila a.

Tabla 6. Probabilidades asociadas al cociente carotenoides / clorofila a [mg carotenoides
/ mg™ chl a], de acuerdo a la prueba de comparaciones mdltiples de Tukey.

Praderas A B C D E F
A 1.000
B 0.346 1.000
C 0.415 0.927 1.000
D 0.854 0.836 0.997 1.000
E 0.452 0.927 1.000 0.997 1.000
F 0.000 0.990 0.041 0.039 0.049 1.000

Variabilidad entre praderas: razén molar clorofila a / b.

La variabilidad de la razén molar clorofila a / b fue menor al anterior cociente,
variando del 7% (C.V.) en las praderas D y F, al 30% (C.V.) en A, con un valor
promedio del 19% (C.V.). A pesar de esta menor variacion, el andlisis de
varianza de la raz6n molar clorofila a / b también arroj6 diferencias
significativas entre los sitios (F=19.97, n= 264, p<0.001), separandose
Unicamente la pradera A, con los valores promedios mas bajos (2.21+0.09), de
las cinco restantes (Figura 29a, Tabla 7). El valor promedio mas alto se
registré en la pradera E (2.73£0.04), que present6 valores 1.2 veces mayores
al sitio A.
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Figura 29. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) de la razén molar a/ b.

Tabla 7. Probabilidades asociadas a la razén molar a / b, de acuerdo a la prueba de
comparaciones multiples de Tukey.

Praderas A B C D E F
A 1.000
B 0.000 1.000
C 0.000 1.000 1.000
D 0.000 0.998 0.999 1.000
E 0.000 1.000 0.987 0.949 1.000
F 0.000 0.999 1.000 1.000 0.958 1.000

Variabilidad a lo largo de la hoja: razén molar clorofila a / b.

La tendencia de la variacion de la razon molar clorofila a / b dentro del dosel,
mostré un claro incremento hacia el 4pice de la hoja, particularmente en la
pradera B. Solamente la pradera A mostré una disminucion hacia el apice, pero
esta variacion no fue significativa (Figura 29b).

Variabilidad entre praderas: capacidad de absorcion de luz [absorptancia, A%].

La pradera A y en coherencia con los menores valores del contenido de
pigmentos por unidad de &rea encontrados, también presentd la menor
capacidad para absorber luz (49.43+£1.17%). Por otro lado, las praderas By D
presentaron los mayores valores promedio de absorptancia (55.37+2.26% y
57.09+0.78%, respectivamente), significativamente mayores que los de las
praderas C, Ey F, (F= 5.45, n=247, p<0.0001, Figura 30a) a pesar de que las
diferencias no fueron significativas con respecto al contenido de pigmentos.
Particularmente, la pradera D fue distinta de los sitios A, C, Ey F (Tabla 8). La



Absorptancia par [%0]

variabilidad general de la absorptancia fue baja (C.V. =14%), asi como dentro
de cada pradera (sitio D, C.V.= 8% y sitio C, C.V.=17%).
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Figura 29. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) de la absorptancia.

Tabla 8. Probabilidades asociadas a la absorptancia [%], de acuerdo a la prueba de
comparaciones multiples de Tukey.

Praderas A B C D E F
A 1.000
B 0.202 1.000
C 0.637 0.700 1.000
D 0.000 0.985 0.007 1.000
E 0.997 0.276 0.787 0.000 1.000
F 0.421 0.851 0.997 0.038 0.536 1.000

Variabilidad a lo largo de la hoja: capacidad de absorcion de luz [absorptancia,
A%].

La variacion de la absorptancia mostr6 un patron semejante al de los
pigmentos por unidad de éarea, es decir, que los segmentos con menor
capacidad para absorber luz se encuentran en las partes apicales de la hoja. A
excepcion del sitio C que no registrdé una variacion significativa a lo largo de la
hoja. En los sitios restantes, la mayor capacidad de absorcién se determiné en
la parte media de la hoja, donde los pigmentos también se determinaron en
mayor densidad (Figura 30b).

Variabilidad entre praderas: eficiencia de absorcion de luz [coeficiente
especifico de absorcion referido a pigmentos, a*, m?> mg™].

El andlisis de varianza arrojo diferencias significativas entre los sitios (F= 4.98,
n= 242, p<0.001) en la eficiencia de absorcién de luz por unidad de pigmento

de las hojas, pero de nuevo, estas diferencias eran basicamente entre el sitio A



con el resto de las praderas (Figura 31, Tabla 9). En los sitios A y C se
midieron las mayores eficiencias de absorcion de luz (0.011 £ 0.001 y 0.0087 +
0.0027 m? mg™?, respectivamente), asociadas a la menor densidad de
pigmentos de las hojas del sitio A, asi como las del C. En las praderas B, D, E 'y
F se registraron las menores eficiencias de absorcion de luz (Figura 31a). El
sitio A mostré6 un aumento de la eficiencia de absorcion de luz de 1.4 veces
comparado con el sitio F, que presenté 1.9 veces mas pigmentos por unidad de
area que el A. A pesar de la gran variabilidad encontrada entre praderas en el
contenido de pigmentos de las hojas, esto sélo se reflejo en un 35% (C.V.) de

variabilidad general de la eficiencia de absorcion de luz entre praderas.
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Figura 31. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) del coeficiente
especifico de absorcion.

Variabilidad a lo largo de la hoja: eficiencia de absorcién de luz [coeficiente
especifico de absorcién referido a pigmentos, a* m? mg™].

El patrén de variacion de la eficiencia de absorcion de luz fue inverso a los
pigmentos por unidad de area y a la absorptancia. Los segmentos que
presentaron la menor eficiencia para absorber luz fueron los de la parte media
de la hoja, que coincidia con los segmentos que presentaron la mayor densidad
de pigmentos por unidad de area y grosor de hoja medio (Figura 31b). De

nuevo la variabilidad observada fue pequefa.



Tabla 9. Probabilidades asociadas al coeficiente especifico de absorcion [m? mg™], de
acuerdo ala prueba de comparaciones multiples de Tukey.

Praderas A B C D E F
A 1.000
B 0.033 1.000
C 0.038 0.805 1.000
D 0.003 0.998 0.788 1.000
E 0.001 0.995 0.747 1.000 1.000
F 0.000 1.000 0.268 0.995 0.973 1.000

6.2.3 Variacion de la morfologia foliar de T. testudinum en dos gradientes
de luz. Variabilidad entre praderas (en profundidad) y a lo largo de la hoja
(dentro del dosel).

Variabilidad entre praderas: grosor de hoja [um].

La tendencia observada entre praderas en el grosor promedio de la hoja,
muestra que éste disminuye al incrementarse la profundidad. Los grosores de
hoja mas bajos se midieron en las praderas E y F (209.79+7.17 y 220.47+8.09
pum, respectivamente, Figura 32a) en donde también se observé la menor
disponibilidad de luz en la superficie del dosel de la pradera (Figura 26a). Las
praderas con mayores grosores de hoja fueron las de los sitios A, By C
(256.79+8.89, 276.00+24.95 y 241.49+11.08 pm, respectivamente). El grosor
de las hojas del sitio B fue 1.3 veces mayor que el del sitio E (Figura 32a). La
variabilidad intra-praderas del grosor de la hoja vari6 entre un 17% (C.V.) en el
sitio D al 29% (C.V.) en el sitio B. Esta variacion arrojo diferencias estadisticas
significativas (F=4.91, n= 219, p>0.001), particularmente del sitio E con las
praderas Ay B (Tabla 10). El grosor de hoja mostré la mayor variabilidad de los
descriptores morfologicos (C.V.=26%). Los valores promedios de la seis
praderas mostraron una reduccidn exponencial y significativa con la
profundidad (Figura 32b, r?=0.61, p<0.05), y con la irradiancia relativa en la
superficie del dosel (r=0.85, n=6, p<0.05).
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Figura 32. Variabilidad entre praderas (a) y valores promedios del grosor de hoja, (b)
mostrando una reduccion exponencial con la profundidad.

Tabla 10. Probabilidades asociadas al grosor de hoja [um], de acuerdo a la prueba de
comparaciones multiples de Tukey.

Praderas A B C D E F
A 1.000
B 0.933 1.000
C 0.824 0.569 1.000
D 0.673 0.446 0.999 1.000
E 0.001 0.015 0.133 0.501 1.000
F 0.028 0.078 0.604 0.919 0.954 1.000

Variabilidad a lo largo de la hoja: grosor de hoja [um].

El patrén de variacion del grosor de hoja en las praderas A y B, consistio en
una reduccién continua del grosor desde la base y hacia la zona apical de la
hoja, mientras que, en las praderas D, E y F, se midi6 un pequefio aumento del
grosor hacia la punta de las hojas (Figura 33a). En la pradera C se observd
una suave disminucion del grosor de las hojas. Esto se debe, a que en esta
pradera la zona joven de la hoja (hojas muy delgadas y con bajo contenido de
pigmentos o inmaduras) ocupa una mayor porcion de la longitud total de la
hoja, comparada con las otras praderas, lo que indica que es una pradera con
una alta tasa de crecimiento de la hoja y que confirma Olivé et al. (2005) en su
estudio. En funcion de los valores maximos y minimos se observé que las
praderas B y A presentan una reduccion mayor del grosor de la hoja entre el
valor maximo y el valor minimo apical, comparada con las otras praderas,
mientras que los sitios C, D y F mostraron la menor variacion (minima

diferencia) (Figura 33b). Comparando la variacion de la irradiancia relativa



Grosor de hoja [um]

dentro del dosel con la variacién del grosor de la hoja dentro de cada pradera,
se encontrd una asociacion significativa y negativa, aunque débil, entre ellas
(r= -0.18, n=219, p<0.01), lo que indica que en la estructura morfologica del
dosel de Thalassia testudinum, la parte basal, menos iluminada es la que

presenta los segmentos de hojas mas gruesos.
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Figura 33. Variabilidad a lo largo de la hoja (a), y maximos-minimos del grosor de la hoja

(b).

En resumen, el parametro morfolégico grosor de hoja, parece que sigue
un patron de variacion negativo con la profundidad (a mayor profundidad menor
grosor) pero no necesariamente con la irradiancia disponible, pues la parte

basal de la hoja suele ser la mas gruesa y es ademas la que recibe menos luz.

Variabilidad entre praderas: grosor de la epidermis [um].

El grosor de la epidermis presentd una moderada variabilidad (C.V. 14%), lo que
no impidié observar diferencias significativas entre praderas. Por ejemplo, la
pradera F, la mas profunda (4m), presento los valores mas altos del grosor de la
epidermis (14.39+0.26 pm, F= 51.25, n=228, p<0.0001), mientras que el valor
mas bajo se midi6 en una pradera de profundidad intermedia, la pradera C
(10.48+0.09 pm, Figura 34a), que present6 valores del grosor de la hoja
intermedios, pero no significativamente diferentes de las praderas con los
grosores de hoja mayores (Figura 34a, Tabla 11). El grosor de la epidermis de
las hojas de la pradera F fue 1.4 veces mayor que la del sitio C. En la pradera F,

la mas profunda, también se midi6é la menor altura del dosel (0.1m), la menor



Grosor de epidermis [um]

densidad de haces (175 haces m™), la menor atenuacién de luz dentro del dosel
(Kd = 3.46m™), y la menor irradiancia en la parte superior del dosel (49.6%, Es),
asi como, el mayor contenido de pigmentos fotoprotectores relativo al contenido
de clorofila a (Figura 28). Para el grosor de epidermis no se encontré6 una
asociacion con la profundidad (r=0.50, n=6, p>0.05), ni con el porcentaje de luz
en la superficie del dosel (r=-0.51, n=6, p>0.05), pero si con la variacién de los
valores de irradiancia dentro del dosel (r=-0.46, n=228, p<0.0001) (Figura 35).
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Figura 34. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) del grosor de
epidermis.

Tabla 11. Probabilidades asociadas al grosor de epidermis [um], de acuerdo a la prueba
de comparaciones multiples de Tukey.

Praderas A B C D E F
A 1.000
B 0.964 1.000
C 0.000 0.000 1.000
D 0.000 0.041 0.094 1.000
E 0.000 0.637 0.000 0.197 1.000
F 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000
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Figura 35. Variabilidad del grosor de la epidermis, en funciéon de la irradiancia dentro del
dosel.

Variabilidad a lo largo de la hoja: grosor de epidermis [um]

La variabilidad desplegada por el grosor de la epidermis mostré que existe una
reduccion del grosor de epidermis desde la base y hacia la punta de la hoja
(Figura 34b). Este patron similar de variacion del grosor de hoja y de epidermis
a lo largo de la hoja, explica la débil pero significativa, asociacion positiva
encontrada entre estos dos parametros (Log/log, r=0.24, n= 217, p<0.001). Sin
embargo, el patrén diferente de variaciéon con la profundidad (entre praderas)
gue se ha observado para cada uno de ellos en este estudio, y la debilidad de
esta asociacion indican que estos dos descriptores morfologicos posiblemente

tengan mecanismos de regulacién diferentes.

Variabilidad entre praderas: area especifica, SLA [m? g™'].

La variabilidad del area especifica fue moderada (C.V.= 17%). El promedio mas
bajo se midi6 en la pradera B (163.50+5.72 m? g*; C.V.=11%), donde también
se determiné el mayor grosor de hoja. El valor promedio mas alto se determiné
en la pradera C (197.05+5.61 m? g!; C.V.=17%) (Figura 36a). La pradera C
tuvo 1.2 veces mayor area especifica que el sitio B. El analisis de varianza
arrojé diferencias significativas entre las praderas (F=4.24, n=226, p=0.001),
particularmente de la pradera C con B y F, asi como, del sitio E con el F (Tabla



12). Se observd una asociacion significativa y negativa entre los segmentos
maduros de SLA 'y el grosor de hoja (Log-log, r=-0.66, n=215, p< 0.0001). Pero
no se encontrd asociacion del SLA con la profundidad (r= -0.13, n=6, p>0.05),
ni con el porcentaje de luz en la superficie del dosel (r=0.03, n=6, p>0.05),
aunque si hubo asociacion con la irradiancia dentro del dosel (r=0.28, n=226,
p<0.0001).
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Tabla 12. Probabilidades asociadas al area especifica [cm? gPS™], de acuerdo a la prueba
de comparaciones multiples de Tukey.

Praderas A B C D E F
A 1.000
B 0.171 1.000
C 0.687 0.022 1.000
D 1.000 0.168 0.946 1.000
E 0.970 0.065 0.980 1.000 1.000
F 0.143 0.942 0.005 0.211 0.027 1.000

Variabilidad a lo largo de la hoja: area especifica, SLA [cm? gPS™].

La tendencia de la variabilidad del area especifica, SLA, mostré un aumento de
la base de la hoja y hasta la punta. Esto significa que en la zona basal, la hoja
es mas pesada que en la punta por unidad de area. En la parte basal la hoja es
ademas mas gruesa y menos densa, por lo que tiende a mantener bajos
valores de biomasa por unidad de volumen, pero, con altos valores de biomasa
por unidad de area [LMA, mg cm? = 1/SLA]. La zona apical, por el contrario,
mantiene valores altos de SLA (o bajos de su inverso LMA) y tiende a ser mas
delgada, aunque mas densa por unidad de volumen. Se observé que cuando la
base de la hoja es muy joven o inmadura, es decir, delgada y con bajo



contenido de pigmentos, se presentan valores mas altos de SLA que en los
segmentos siguientes, en donde la hoja tiende a madurar y engrosar (datos no
presentados). Por otro lado, también se observd que las praderas A y B
presentan una hoja madura a partir del segmento dos de la hoja, mientras que
la C es madura a partir del segmento dieciséis, la D en el centimetro diez, la E
en el seis y la F en el centimetro cuatro (Figura 36b). Los valores maximos y
minimos muestran que la menor variacion del area especifica se presento6 en la
pradera C, mientras que la variacion mas amplia se registro en la pradera B
(Figura 37). Este patron de variacion de SLA a lo largo de la hoja, explica la
asociacion significativa y positiva encontrada con la irradiancia dentro del dosel
(r= 0.28, n=226, p<0.0001).
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Figura 37. Valores maximos y minimos del area especifica.

Variabilidad entre praderas: contenido de peso por unidad de volumen
[densidad de hoja, mg cm™].

El analisis de variancia arroj6 diferencias significativas entre las praderas
(F=4.06, n=192, p=0.001) en la densidad de hoja (contenido de peso por
unidad de volumen de hoja), separando principalmente a la pradera F de A, Cy
D (Tabla 13). La densidad de las hojas tiende a aumentar con la profundidad
(Figura 38a, Tabla 13). Los valores promedios mas altos se midieron en las
praderas E y F (243.40+11.13 y 270.73+5.96 mg cm™) en donde también se
registraron los valores mas bajos del grosor de la hoja. EI menor valor
promedio se determiné en el sitio C (227.64+8.47 mg cm™®), donde también se
midié el menor grosor de epidermis (Figura 34a). La pradera F tuvo 1.2 veces

mayor densidad de hoja que la C. Se encontré para los segmentos maduros



una asociacion negativa y significativa entre la densidad de la hoja y el grosor
(Log-log, r=-0.62, n=192, p<0.0001), asi como, una asociacion positiva con la
profundidad (r= 0.90, n=6 p=0.01), negativa con el porcentaje de luz en la
superficie del dosel (r= -0.88, n=6, p<0.05) y no hubo asociacion con la
variacion de la irradiancia dentro del dosel (r=0.03, n=192, p>0.05). Por tanto,
las hojas de mayor densidad, son también las hojas mas delgadas debido a
gue el sistema lacunar se reduce, disminuyendo el espacio interno que ocupan
los lacunae. Este parametro parece que sigue un patron de variacion similar al

grosor de hoja, positivo con la profundidad pero no necesariamente con la

Densidad de hoja [mg cm™]

irradiancia.
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Figura 38. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) de la densidad de
hoja.

Variabilidad a lo largo de la hoja: contenido de peso por unidad de volumen
[densidad de hoja, mg cm™].

La variacion a lo largo de la hoja del contenido de peso por unidad de volumen
(densidad de hoja) de los segmentos maduros, mostré un incremento de la
densidad de hoja de la base a la zona apical. En los sitios A, C y E se observé
un pequefio incremento de la densidad en los segmentos maduros de la parte
basal, mientras que, en las praderas B, D y F los segmentos basales tienen
valores de densidad bajos (Figura 38b).



Tabla 13. Probabilidades asociadas a la densidad de hoja [mg cm™], de acuerdo a la
prueba de comparaciones multiples de Tukey.

Praderas A B C D E F
A 1.000
B 1.000 1.000
C 0.999 0.995 1.000
D 1.000 1.000 1.000 1.000
E 0.909 0.999 0.762 0.951 1.000
F 0.004 0.381 0.002 0.026 0.153 1.000

6.2.4 Variaciéon del contenido de pigmentos por unidad de volumen y de
peso de las hojas de T. testudinum en dos gradientes de luz. Variabilidad
entre praderas (en profundidad) y a lo largo de la hoja (dentro del dosel).
Variabilidad entre praderas de la concentracion de pigmentos por unidad de
volumen [ug cm™].

La magnitud de la autosombra de los pigmentos dentro de las hojas, esta
asociada al incremento de la seccion transversal de pigmentos (por unidad de
area proyectada) pero también al contenido de pigmentos por unidad de
volumen (Enriquez y Sand-Jensen, 2003). La variacion entre praderas de los
valores promedio de los pigmentos por unidad de volumen fue
estadisticamente significativa (F=14.45, n=258, p<0.0001), particularmente, se
diferencié el sitio A con el resto de las praderas y del sitio D con Ey F (Figura
39a, Tabla 14). La variabilidad de la concentracién de pigmentos fue de 43%
(C.V.). La concentracibn promedio mas alta se registr6 en el sitio D
(20,232+1,037 pg cm™), que ademas presenta una epidermis moderadamente
delgada (Figura 34a). Los menores valores promedio de los pigmentos por
unidad de volumen se encontraron en la pradera A (9,878+744 pg cm™), que
tiene una epidermis ligeramente gruesa y significativamente menor contenido
en pigmentos por unidad de é&rea (Figura 27a). El sitio D tuvo 2 veces mas
pigmentos por unidad de volumen que el sitio A, asimismo, en la pradera A el
grosor de la epidermis sélo fue 1.1 veces mas gruesa comparada con las hojas
de la pradera D (p<0.05, Figura 39a). La pradera F, que se encuentra a mayor
profundidad, tuvo Unicamente 1.5 veces mas pigmentos por unidad de volumen
gue el sitio Ay 1.1 veces mayor grosor de epidermis, teniendo 1.7 veces mas

pigmento por unidad de area que A. La relacién entre la concentracién de



Concentracién de pigmentos [pg cm™]

pigmentos y el grosor de epidermis en los segmentos maduros, fue negativa y
significativa (Log/log, r=-0.28, n= 204, p<0.0001), lo que indica que conforme
la epidermis se adelgaza las hojas tienden a aumentar la concentracion de
pigmentos. La debilidad de esta relacién sugiere que Thalassia testudinum
debe regular fuertemente este parametro a través de la variacion del grosor de
la epidermis, lo que le permitiria evitar empaquetamientos demasiado altos de
los pigmentos (concentraciones demasiado elevadas) que comprometieran

seriamente la capacidad de absorcién de luz de sus hojas.
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Figura 39. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) de la concentracién de
pigmentos.

Tabla 14. Probabilidades asociadas a la concentracién de pigmentos [pg cm™], de
acuerdo ala prueba de comparaciones multiples de Tukey.

Praderas A B C D E F
A 1.000
B 0.001 1.000
C 0.000 1.000 1.000
D 0.000 0.923 0.515 1.000
E 0.000 0.922 0.501 0.023 1.000
F 0.001 0.563 0.037 0.001 0.836 1.000

Variabilidad a lo largo de la hoja de la concentracion de pigmentos por unidad
de volumen [pg cm™).

La variabilidad desplegada por el parametro concentracién de pigmentos por
unidad de volumen mostré que los segmentos de la zona basal y apical de la
hoja presentan bajas concentraciones de pigmento, mientras que en la parte
media se registra un maximo. Sin embargo, las hojas de la pradera C tienden a

aumentar la concentracién de pigmentos hacia la punta de la hoja. Al observar



el patrén de variacion del grosor de epidermis se encontré que los segmentos
MAas gruesos, que se encuentran en la zona basal, y de reciente desarrollo,
mantienen una baja concentracion de pigmentos por unidad de volumen. Asi
mismo, en la zona apical, que es la de mas edad y la que se encuentra en las
partes mas iluminadas del dosel, también se determindé una menor

concentracion de pigmentos (Figura 39b).

Variabilidad entre praderas del contenido de pigmentos por unidad de peso
seco [mg gPS™].

El andlisis de varianza entre praderas arrojé diferencias significativas (F=8.84,
n=259, p<0.0001) en el contenido de pigmentos por unidad de peso. Los
valores promedio mayores se observaron en mitad del gradiente de
profundidad, en el sitio D (450.72+25.23 mg g), y los menores en las praderas
someras (A, B y C). La pradera A mostr6 el menor valor promedio
(247.48+16.68 mg g™) y diferencias significativas con el resto de los sitios,
excepto el B (Tabla 15). Las praderas someras B y C, también tuvieron bajos
contenidos de pigmentos por unidad de peso (274.40+30.98 y 348.18+22.98
mg g), mientras que los sitios mas profundos, E y F, tuvieron valores altos
(398.80+24.13 y 393.18+18.9 mg g) (Figura 40a). La pradera D tuvo 1.8
veces mas contenido de pigmentos que la pradera A. La variabilidad de éste
parametro cambio de 32% (C.V.) en el sitio D a 53% (C.V.) en C.
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Figura 40. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) del contenido de
pigmentos.



Tabla 15. Probabilidades asociadas al contenido de pigmentos [mg gPS™], de acuerdo a
la prueba de comparaciones multiples de Tukey.

Praderas A B C D E F
A 1.000
B 0.996 1.000
C 0.010 0.722 1.000
D 0.000 0.021 0.030 1.000
E 0.000 0.182 0.499 0.662 1.000
F 0.000 0.231 0.645 0.566 1.000 1.000

Variabilidad a lo largo de la hoja del contenido de pigmentos por unidad de

peso seco [mg gPS™].

No se encontrdé un patrén consistente de variacion a lo largo de la hoja en el

contenido de pigmentos por unidad de peso. Sin embargo, la tendencia de la

variabilidad mostré que en las praderas A, D, E y F los segmentos de la parte

basal y apical presentaron bajo contenido de pigmentos, registrandose un

maximo en la parte media de la hoja. En el sitio B, sin embargo, disminuyo el

contenido de pigmentos de la base y hacia la zona apical de la hoja, y, en

contraste con esto, en la pradera C se registr6 un fuerte incremento del

contenido de pigmentos por unidad de peso de la base y hacia la punta de la

hoja (Figura 40b).



6.3 Discusion

El analisis comparativo alométrico estuvo enfocado a examinar las relaciones
forma-funcion entre la morfologia foliar y la variacion de la capacidad y
eficiencia de absorcién de luz de las hojas de Thalassia testudinum, mas que a
entender su respuesta fotoaclimatativa. Esta primera comparacion general
permitié profundizar en el conocimiento del papel diferencial de cada uno de los
distintos descriptores morfoldgicos sobre la variacion de las propiedades
Opticas de las hojas. Sin embargo, determinar como ajusta la planta cada
descriptor en funcién de la variacion del campo luminico y, en general, de los
recursos disponibles, requiere de otro tipo de analisis que ademas excluya de
la base de datos todos los segmentos inmaduros que no han desarrollado
todavia la respuesta fotoaclimatativa completa.

La aproximacion utilizada en este siguiente analisis fue describir la
variacion natural de la respuesta fotoaclimatativa de T. testudinum en la laguna
arrecifal de Puerto Morelos, tanto la observada en las hojas crecidas en cada
una de las seis praderas seleccionadas de un gradiente de profundidad de
0.5m a 4m, como a lo largo de una misma hoja como consecuencia de la

atenuacién del campo luminico dentro del dosel de cada pradera.

La regulaciéon de la capacidad y eficiencia de absorcion de luz es una de
las propiedades funcionales clave de la respuesta fotoaclimatativa de los
organismos fotosintéticos. Los cambios en la habilidad para colectar la luz no
s6lo dependen de los cambios en la cantidad y tipo de pigmentos del aparato
fotosintético, sino de la propia anatomia de la estructura fotosintética (i.e.,
volumen, distribucién de pigmentos, presencia de estructuras dispersivas, etc.).
Pocos estudios han examinado las consecuencias sobre la capacidad y
eficiencia de absorcién de luz de la variabilidad en el contenido de pigmentos,
del grosor del tejido foliar o diametro celular, al igual que sus implicaciones
sobre la variacion de las tasas fotosintéticas. Cabe destacar los estudios
comparativos para el fitoplancton de Morel & Bricaud (1981) y Geider &
Osborne (1992), para organismos bénticos marinos, como algas a Ramus
(1978, 1990) y Enriguez et al. (1994), para pastos marinos a Enriquez et al.,
(1992) y Enriquez (2005b) y para hojas con anatomia tipica bifacial terrestre a



Enriquez & Sand-Jensen (2003) enfocados en la planta anfibia de agua dulce,
Mentha aquatica. Asi mismo, cabe sefialar los estudios que han descrito la
variacion del campo luminico en el interior de las hojas de plantas terrestres y
su relacion con el tipo de mesdfilo (i.e., Vogelmann & Martin, 1993;
Vogelmann et al., 1996) y los estudios que han descrito la variabilidad de la
respuesta fotoaclimatativa en el interior de la hoja asociada a esta variacion del
campo luminico (Terashima & Saeki, 1983, 1985; Terashima & Inoue, 1984,
1985).

Enfoque en pastos marinos.

Los pastos marinos son organismos bénticos que estan obligados a desarrollar
estrategias para compensar la variabilidad del campo luminico, tanto diurna
como estacional. En su adaptacién al medio marino, desarrollaron una nueva
anatomia foliar perdiendo el mesdéfilo especializado de las hojas bifaciales
terrestres. Esta nueva anatomia consiste en una epidermis pigmentada y en un
mesofilo no pigmentado formado por células con grandes vacuolas, que
delimitan el sistema lacunar o aerénquima (Kuo & McComb, 1989). Al perder
el parénquima de empalizada ya no disponen de un tejido especializado en
canalizar hacia el interior de la hoja la luz, pero quizas no sea necesario pues
los pigmentos fotosintéticos se encuentran Unicamente en la parte mas externa
de la hoja, en la epidermis. La nueva anatomia probablemente esté sujeta a
una presion ambiental diferente al ambiente luminico terrestre.

Al ser organismos complejos, los pastos marinos presentan respuestas
fotoaclimatativas no sélo a nivel de hoja (i. e., membrana fotosintética, tejidos),
sino también a nivel de haz (i. e. organismo completo, nimero de hojas, altura
del haz) y de poblacién de haces o pradera (i. e., densidad de haces, biomasa,
Olesen et al.,, 2002) de acuerdo al pool genético, plasticidad fenotipica
(aclimatativa/adaptativa) y etapa ontogénica. Olesen y colaboradores (2002)
encontraron que las respuestas fotoaclimatativas a baja luz fueron mas
importantes a nivel de la estructura poblacional (la densidad de haces y la
biomasa foliar variaron entre 5y 6 veces) que a nivel del haz y de la hoja (la
morfologia del haz y las medidas fotosintéticas de la hoja variaron 1.5 veces).
Ademas sugirieron que en praderas de pastos marinos con alta densidad de

biomasa foliar, la aclimatacion en profundidad puede estar influenciada tanto



por la atenuacién de luz en la columna de agua, como por los cambios del
campo luminico dentro del dosel, determinando que Posidonia oceanica y
Cymodocea nodosa reducen la densidad de haces al incrementarse la
profundidad. Olesen y colaboradores (2002) sugirieron que esto puede
explicar la ausencia de patrén en profundidad de la respuesta fisiol6gica de la
hoja en las especies de mayor tamafio como P. oceanica. Estos resultados los
apoyan Enriquez et al., (2002) y Enriquez & Pantoja-Reyes (2005) que
ademas son los primeros que aportan una descripcién del campo luminico
dentro del dosel, asociada a la variacion morfologica de la pradera. Olivé et al.,
(2005) describen también por primera vez esta variacion morfolégica asociada
al grado de autosombra del dosel, en funcion de un gradiente de luz en
profundidad en la laguna arrecifal de Puerto Morelos. Olivé et al. (2005)
coinciden con Olesen et al. (2002) en que la mayor variabilidad de la respuesta
fotoaclimatativa de la especie Thalassia testudinum se encuentra a nivel
poblacional y no a nivel fisioldgico resultado de la fuerte homogenizacién del
campo luminico dentro del dosel (Figura 4la). En contraste, otras
interpretaciones han apuntado a la existencia de una limitada respuesta
fotoaclimatativa de la fisiologia de las hojas, es decir, de la respuesta
fotosintética de algunas especies de pastos (Dawes, 1998).

En un trabajo reciente Cayabyab & Enriquez (2007) aportan evidencias
experimentales de la limitada plasticidad de la respuesta fotoaclimatativa
fotosintética de las hojas de Thalassia testudinum. Estos autores también
concluyen gque la fisiologia foliar del pasto marino mas abundante en el Caribe
y Golfo de México es de planta adaptada, en sentido Darwiniano, a la sombra,
caracterizada por una gran eficiencia cuantica (préxima al maximo
termodindmico de 0.125 moles de oxigeno evolucionados por mol de fotones
absorbido) y poca habilidad para aclimatarse a alta luz. La necesidad de
explicar el éxito ecolégico de esta especie en las aguas someras fuertemente
iluminadas del Caribe, hace concluir a estos autores que el dosel de la pradera
debe jugar un papel muy importante en el control del campo luminico de las

hojas para asegurar un ambiente sombreado en las praderas mas iluminadas.

6.3.1 Variabilidad del campo luminico entre praderas.

Como se sefialé en la descripcion del area de estudio, la irradiancia relativa en



la parte superior del dosel disminuy6 cerca del 35% entre las praderas mas
someras y las situadas a mayor profundidad (de valores del 85.6% de la
irradiancia superficial, Es, en la pradera mas somera, A, hasta valores de
49.6% Es, en la pradera mas profunda, F, Tabla 1). Estos resultados indican
que el gradiente de profundidad seleccionado fue suficiente para definir una
variacion significativa de luz disponible en la parte superior del dosel de las
praderas, como resultado de la atenuacién de luz en la columna de agua y a
pesar de que la laguna arrecifal de Puerto Morelos es somera (profundidad
maxima ~4m). En el estudio de Olivé y colaboradores (2005) se encontré
ademas un fuerte gradiente luminico dentro del dosel de cada pradera, y
especifico para cada sitio dependiendo de la biomasa foliar, pero
fundamentalmente, de la densidad de haces foliares siguiendo un patron similar
al patron descrito en Enriquez & Pantoja-Reyes (2005). La parte apical de la
hoja es la zona mas iluminada y el campo Iluminico disminuye
exponencialmente hacia la parte basal, que es donde se sitia el tejido mas
joven de la hoja. Segun este gradiente, la hoja se forma en una zona poco
iluminada, y debe fotoaclimatarse a una mayor iluminacion a medida que crece
y ocupa posiciones mas altas en el dosel. A menudo en esta zona y en estos
ambientes someros arrecifales, esta parte de la hoja se encuentra expuesta la
mayor parte del dia a luz supersaturante, como ha sefialado Enriquez y
colaboradores (2002). El gradiente mas pronunciado lo mostraron las
praderas mas someras (A 'y B), que a su vez son las praderas que presentaron
mayor biomasa foliar y, por tanto, mayor autosombra. Asi mismo, las hojas de
la pradera C son las que reciben en promedio mas luz (promedio a lo largo de
la hoja), mientras que paraddjicamente, una de las praderas mas someras, la

B, es la que tiene sus hojas, en promedio, menos iluminadas (Figura 41a).
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Figura 41. a) Comparacion de la irradiancia superficial (blanco) vs. la irradiancia
promedio en las seis praderas (negro), b) Niveles de irradiancia relativa dentro del dosel
de cada pradera: zona apical, intermedia y base.

Olivé et al. (2005) encontraron que dentro del dosel de cada pradera la
atenuacion de luz (Kd gose)) Variaba un poco mas de tres veces (de 10.99 m™ en
el sitio A hasta 3.46 m™ en F, Tabla 1), en funcién de los cambios morfolégicos
experimentados por el dosel con la profundidad. Esta respuesta de la
morfologia de la pradera permite reducir el auto-ensombramiento de las hojas,
es decir, que reducir la densidad de haces al aumentar la profundidad puede
mejorar substancialmente la cantidad relativa de luz disponible para ser
absorbida por las hojas dentro del dosel.

En este estudio, para la pradera F, reducir la autosombra y, por tanto, la
atenuacion de luz dentro del dosel (3.46 m™), representa una respuesta de la
planta  completa para  favorecer su desempefio  fotosintético.
Consecuentemente, el valor promedio del campo luminico foliar varié
significativamente entre praderas (Figura 41b), pero es importante sefalar que
el gradiente de luz dentro del dosel domina a la variacion exponencial de luz
con la profundidad. Por ejemplo, la pradera F, la mas profunda, mostré el valor
mas alto de irradiancia relativa en la base del dosel, debido a que en este sitio
se tuvo baja densidad de haces y de pequefio porte; esto es similar a lo
reportado para la especie templada Posidonia oceanica (Dalla-Via et al.,
1998), y, algo importante, la irradiancia relativa en la parte media del dosel se
mantuvo relativamente homogénea entre praderas.

Estos resultados confirman el fuerte control sobre el campo luminico de



las hojas que ejerce la respuesta morfologica de la pradera. Considerando
conjuntamente los dos gradientes luminicos, el asociado con la columna de
agua, que varia en funcién de la profundidad, y, el asociado a la morfologia del
dosel, que es funcién de la densidad de la biomasa foliar de la pradera, se
pudieron distinguir en este estudio un maximo de disponibilidad de luz en la
zona media del gradiente de profundidad, en la pradera C, y dos tendencias a
disminuir esta disponibilidad de luz situadas a ambos lados de la pradera C. El
primer gradiente de atenuacién de luz esta dominado por la columna de agua y
sitla a las praderas C, D, F, E en una disminucién progresiva de la luz con la
profundidad. Mientras que el segundo gradiente esta dominado por la forma del
dosel de la pradera y sitGa a las praderas C, B, A en un gradiente de mayor a
menor iluminacion en funcion del aumento de la densidad de biomasa foliar
(Figura 41a).

6.3.2 Respuestas fotoaclimatativas: variabilidad del contenido de
pigmentos.

Al analizar las variaciones de la densidad de pigmentos por unidad de area no
se encontré un patron de variacion de la densidad de pigmentos (Figura 27a)
en funcion de los cambios en la disponibilidad de luz, ni asociados a la
profundidad, ni a la atenuacion de luz en el dosel. La densidad de pigmentos no
experimento entre praderas una variacion significativa, excepto la mas somera,
la A, que mostré valores 1.7 veces menores en promedio que el resto de las
praderas. De nuevo, ésta variacion entre praderas parece no responder a la
respuesta fotoaclimatativa tipica (Boardman, 1977; Bjérkman, 1981,
Falkowski & LaRoche, 1991), en la que se espera un aumento del contenido
en pigmentos por unidad de area, al disminuir la disponibilidad de luz asociada
con la profundidad (E, F) y con el aumento de la autosombra dentro del dosel
de las praderas mas densas (A, B). La mayor variacion se observé dentro de la
misma pradera, a lo largo de la hoja (Figura 27b), comparada con la variacién
entre praderas. Casi todas las praderas excepto dos (A y C) presentaron una
tendencia a disminuir el contenido de pigmentos hacia el apice de la hoja, el
segmento mas iluminado (Figura 27b). Este comportamiento también fue
observado por Enriguez (2005b) para esta misma especie. Las hojas de

plantas terrestres y de pastos marinos de zonas templadas no suelen presentar



valores tan bajos del contenido en pigmentos como los reportados en este
estudio (cf. Enriquez et al., 1992; Bjgrkman & Demming, 1987), a menos que
sufran clorosis. En este caso, no hay ninguna indicacion de que las hojas de T.
testudinum sufran clorosis en la laguna arrecifal de Puerto Morelos. Por el
contrario, las tasas de crecimiento y abundancia de la biomasa de estas
praderas, indican que se encuentran adaptadas y fotoaclimatadas a las
condiciones del ambiente arrecifal.

La pradera F presentd la mayor densidad relativa de carotenoides
respecto a la densidad de clorofila a, mientras que las praderas C, D y E
presentaron una mayor densidad relativa de clorofila a (Figura 28a). Este
parametro es un indicador de actividad fotoprotectora. Llama la atencion que la
mayor inversion en fotoproteccion la present6 la pradera mas profunda, la F, lo
gue sugiere que la luz ambiental no es el Unico factor que modula la variacién
de esta razon, sino posiblemente las diferencias en la disponibilidad y
asignacion de recursos entre praderas, que inducen que algunas praderas
sientan mas luz o presion que otras. La pradera C, que es somera y que
presenté la mayor longitud total de las hojas no parece sentir tanta presion, ya
que es baja la razon carotenoides / clorofila a a lo largo de toda la hoja. La
pradera A, la mas somera, tampoco mostro valores tan altos de esta razon pero
es también la pradera que presentd la mayor autosombra de las hojas en el
dosel. No se puede ofrecer a partir de este estudio una explicaciéon consistente
del por qué los valores méas altos de este cociente los presento la pradera mas
profunda, la F, posiblemente sea el resultado de una limitacion de recursos en
esta pradera para la optimizacion de la estructura de su aparato fotosintético
(estructuras supramoleculares de la membrana fotosintética vs. actividad
enzimatica del estroma). En cuanto a la variabilidad a lo largo de la hoja se
observé que todas las praderas aumentaron el cociente carotenoides/ clorofila
a hacia el apice de la hoja, excepto la pradera C. Esto sugiere, que las
praderas que presentan cambios en su respuesta fotoaclimatativa a lo largo de
la hoja (cambios en la densidad de pigmentos) también muestran una
tendencia a aumentar significativamente su capacidad fotoprotectora hacia el
apice de la hoja (valores altos de la razén carotenoides / clorofila a, Figura
28Db).



La razon molar clorofila a/b mostré que la pradera A, presentdé menor
densidad relativa de clorofila a respecto a la b, que es el principal pigmento
accesorio y por tanto es un indicador del tamafio de la antena en las hojas de
esta pradera. Una disminucion de la razén molar clorofila a/b en la pradera mas
somera es un resultado no esperable, ademas, porque esta pradera presenta el
menor contenido de pigmentos. Como no se han analizado los componentes
del aparato fotosintético de estas poblaciones no es posible extraer ninguna
conclusién al respecto, pero quizas se podria argumentar que una disminucién
del contenido de clorofila a en las hojas de la pradera A, podria ser indicador de
una disminucién en el nimero de centros de reaccion de las hojas de esta
pradera. Lo que podria ser explicado por la mayor competencia por recursos
(nitrégeno y/o fésforo) entre haces foliares, dentro de la pradera con la
poblacién de haces foliares mas densa. Esta mayor competencia por recursos
entre haces podria explicar también el menor contenido de pigmentos
encontrado en las hojas de esta pradera, que ademas de estar expuestas a
altos valores de irradiancia también lo estdn a mayores perturbaciones,
principalmente por desecacion y exposicion a radiacion ultravioleta. El resto de
las praderas presentaron valores similares y mayores de la razon molar
clorofila a/b (Figura 29a).

El aumento de la raz6n molar clorofila a/b en las praderas mas profundas,
tiene dificil interpretacion fuera del contexto sefialado anteriormente. La razon
molar determinada en el presente estudio se encuentra por debajo de 3.0 que
es el valor promedio para plantas terrestres y algas verdes de agua dulce, y es
superior a 1.0-2.3 (excepto la pradera A) que son valores para algas verdes
marinas unicelulares y multicelulares (Kirk, 1994). La tendencia aqui
encontrada, es decir, poca variacion de la razén molar clorofila a/b de unos
valores generalmente bajos sugiere que los pigmentos en las hojas de T.
testudinum no alteran significativamente el tamafio de su antena que quizas
sea extraordinariamente pequefia para minimizar el fotodafio en una fisiologia
fotosintética poco eficiente a alta luz (Cayabyab & Enriquez, 2007). En
contraste, en la variabilidad a lo largo de la hoja, se observé el patrén
esperable, ya que los segmentos en la zona basal (baja irradiancia) son los que
presentaron mayores contenidos relativos de clorofila b, excepto en la pradera

A, que presentd valores constantes (Figura 29b).



Aunque la densidad de pigmentos es uno de los descriptores de la
respuesta fotoaclimatativa foliar mas importante (Falkowski & LaRoche, 1991;
lglesias-Prieto & Trench, 1994), en este estudio no se encontrd un patron de
variacion de este parametro (ni del cociente carotenoides / clorofila a, ni de la
razon molar clorofila a / b) asociado a la atenuacion de luz en la columna de
agua. Estos resultados son similares a la ausencia de patron reportada para
otras especies como Posidonia oceanica (Pirc, 1986; Olesen et al., 2002),
Posidonia sinuosa (Masini et al., 1995) y al documentado para esta misma
especie, T. testudinum (Enriquez, 2005b), aunque si esta registrado que las
hojas de algunas especies de pastos marinos responden claramente con un
aumento del contenido de pigmentos a la reduccién de la disponibilidad de luz
como Zostera marina (Dennison & Alberte, 1985, 1986; Dennison, 1987,
Zimmerman et al., 1995) y Cymodocea nodosa (Olesen et al., 2002). El
resultado obtenido en este estudio apoya la tesis de Enriquez vy
colaboradores (2002) y Olesen y colaboradores (2002) que consideran que
la variacion del campo luminico dentro del dosel, controlado por la propia
pradera, es el que domina la regulacion de la respuesta fotoaclimatativa de las
hojas, al menos en las especies de mayor porte como T. testudinum en
ambientes arrecifales y en Posidonia spp. en ambientes templados.

De acuerdo a los resultados mostrados en la presente investigacion, la
variacion mas importante de la densidad de pigmentos se encontrd dentro de
cada pradera, a lo largo del gradiente luminico al que estad expuesta la hoja
dentro del dosel. Sin embargo, dos praderas: i) la que presenta los valores mas
bajos del contenido de pigmentos, la mas somera, la A; y ii) la mas iluminada,
la C, que es a la vez la pradera que mostrd los mayores valores de crecimiento
foliar del haz (Olivé et al., 2005) no muestran este patron a lo largo de sus
hojas, sino un mantenimiento de un maximo en la parte madura de la hoja sin
mostrar una disminucién hacia el apice de la hoja. Estos resultados confirman
que ademas de la luz, existen otros factores ambientales y/o intrinsecos al
crecimiento de la planta que pueden contribuir a la regulacién de la seccién
transversal de pigmentos de las hojas, asi como, a su capacidad y eficiencia de
absorcion de luz. En este caso, la pradera A, la mas somera y densa, debe
sufrir un mayor fotodafio por exposiciones instantaneas a intensidades de luz

muy altas, sun-flecks, ademas de quedar expuesta al aire y a la desecacion en



momentos de marea baja. Su alta densidad de haces y pequefio porte, también
sugieren una fuerte competencia entre haces por los recursos disponibles. Esto
puede contribuir a explicar el menor contenido en pigmentos en las hojas de
una pradera sometida posiblemente a mayor presion relativa de luz (sensu
Iglesias-Prieto et al., 2004). La pradera C, sin embargo, es la que presenta
una mayor iluminacion de sus hojas y menor competencia de recursos entre
haces (baja densidad de haces), pues ya ha sufrido una significativa auto-poda,
self-thinning. En este caso, un exceso de recursos ligado a un fuerte
crecimiento puede explicar la ausencia de presion y el mantenimiento del
contenido maximo de pigmentos hacia la parte superior del dosel sin

experimentar una caida significativa.

6.3.3 Respuestas fotoaclimatativas: variabilidad de la capacidad vy
eficiencia de absorciéon de luz.

La variabilidad de la capacidad para absorber luz, absorptancia, de las hojas de
Thalassia testudinum siguié el mismo patrén de la densidad de pigmentos, es
decir, se encontr6 que las hojas de las praderas que tenian una mayor
densidad de pigmentos, B y D, eran también las que tenian una mayor
capacidad de absorber luz. Este patron de variacion no se encuentra
relacionado, de nuevo, con la atenuacion de luz dentro de la columna de agua
(p>0.05), pero si se encontré una tendencia a disminuir la absorptancia hacia la
parte apical de la hoja, excepto en las praderas C, A, en donde no hubo cambio
de la absorptancia en la zona madura, resultado también de la ausencia de
variabilidad en el contenido de pigmentos.

Las hojas de la pradera mas somera, A, que experimentaron una
significativa disminucion del contenido de pigmentos por unidad de area (39%
en promedio), no mostraron una disminucién significativa de la absorptancia
(4% en promedio), con respecto a las praderas C, E, F (Figura 30a). La
cuantificacion de la eficiencia de absorcion de luz, no determiné diferencias
significativas entre las praderas B, C, D, E, F, pero claramente la pradera A
desarroll6 las hojas mas eficientes para absorber luz (1.3 veces mas eficientes
en promedio que las del resto de las praderas, Figura 31a). Este resultado
apoya la interpretacion de que la pradera, A, podria presentar fuerte

competencia por recursos entre sus haces foliares, ademas de mayores



pérdidas por perturbacion (desecaciéon) y, por tanto, seria la pradera que
mayores beneficios obtendria de mejorar la eficiencia de absorcion de luz de
sus hojas. Las caracteristicas morfoldgicas de las hojas pueden estar ligadas a
esta mejora de la eficiencia de absorcion de luz, de la pradera A, con un
significativo aumento tanto del grosor de la hoja como del grosor de la
epidermis (Figuras 32a, 34a). Estos cambios morfoldgicos resultan en que las
hojas de la pradera A presentaron los valores menores en pigmentos por
unidad de volumen y por unidad de peso (Figuras 39a, 40a), lo que en
definitiva permitié reducir fuertemente el grado de empaquetamiento de los
pigmentos.

La variacion entre praderas mostré la alta eficiencia del sitio A, pero
también la homogénea eficiencia para absorber luz que presentaron las
praderas B, C, D, E, F (Figura 31a). Estos resultados indican que las hojas de
T. testudinum son capaces de ajustar su habilidad para colectar luz y conseguir
optimizar la eficiencia de absorcion de luz de sus pigmentos fotosintéticos,
gracias a la variaciéon de su morfologia. De hecho, la variacion a lo largo de la
hoja de la eficiencia de absorcion (Figura 31b) mostré una gran homogeneidad
a pesar de la clara variacion observada en el contenido de pigmentos y de la
absorptancia. En este sentido, Enriquez & Sand-Jensen (2003) observaron
gue la eficiencia de absorcion de luz presenta una mayor regulacion anatbmica
por la variabilidad de la disponibilidad de nutrientes que por la disponibilidad de
luz.

Una de las conclusiones del andlisis alométrico desarrollado en el
presente estudio, es que las hojas de Thalassia testudinum no parecen mejorar
la capacidad de absorcién de luz a partir de los 100 mg clorofila m™, pues la
absorptancia se estabiliza alrededor de un valor promedio de 61.3+0.41% (n
=45). Este valor esta muy por debajo del valor promedio considerado para
hojas de plantas terrestres del 83%, y el observado para especies templadas
de pastos marinos (Enriquez et al., 1992; Olesen et al., 2002; Enriquez et al.,
2004). Posiblemente, y considerando que el pasto marino T. testudinum se
encuentra casi todo el dia expuesto a luz supersaturante (Enriquez et al.,
2002) en las aguas someras del Caribe, se podria explicar por qué esta
especie tiene mas baja capacidad para colectar luz que los pastos marinos de

zonas templadas y de anatomia similar a T. testudinum, como Cymodocea



nodosa, Posidonia oceanica, Zostera marina y Zostera noltii, que muestran una
mayor habilidad para colectar luz que ésta especie tropical (Enriquez, 2005b).
Es posible que estemos ante un ejemplo de la utilidad de ser ineficiente para
reducir el fotodafio. Sin embargo, las razones ultimas, mecanisticas, de esta
ineficiencia deben ser todavia exploradas. EI aumento de la capacidad para
absorber luz de la hoja puede hacerse critico cuando la luz es limitante y la
planta no puede aumentar el area foliar total sin reducir peligrosamente el
campo luminico en el interior del dosel. Esto es relevante, ya que un pequefio
aumento de la dosis de luz absorbida por la hoja podria asegurar los
requerimientos minimos de luz de la pradera, y por tanto su supervivencia a
una determinada profundidad, mientras que la inhabilidad para hacerlo pondria
en riesgo su supervivencia a esa misma profundidad o a las nuevas
condiciones luminicas.

En resumen, el efecto mas claro de la luz sobre la variacion de la
respuesta fotoaclimatativa de la hoja en el pasto marino T. testudinum se
observa dentro de cada pradera y sobre una misma hoja, en el patron de
reduccion de la densidad de pigmentos, asi como, de la absorptancia, hacia la
zona mas iluminada del dosel o apice de la hoja. Sin embargo, este patrén no
se encontrd, como se sefalé anteriormente en todas las praderas, ya que no lo

presentd la mas somera, A, y la mas iluminada, C.

6.3.4 Respuestas fotoaclimatativas: variabilidad morfologica.

La variabilidad de la morfologia foliar observada en este estudio, relevante para
considerar que pueda estar implicada en la respuesta fotoaclimatativa de las
hojas de Thalassia testudinum, se relaciona con cambios en el grosor y
densidad de hoja, en el grosor de epidermis y en los espacios intercelulares del
aerénquima o lacunae.

La variacion del grosor de las hojas de T. testudinum sigui6 dos
tendencias una entre praderas y otra dentro del dosel de cada pradera. El
patrén de variacion entre praderas mostré una reduccién del grosor de la hoja
conforme aumenté la profundidad (R?= 0.61, p<0.05) y conforme disminuy¢ la
intensidad de luz en la parte superior del dosel (r= 0.85, n=6, p<0.05). La
tendencia de reducir el grosor de la hoja al aumentar la profundidad (variacion

entre praderas, Figura 32a) ya fue indicada por Kuo & den Hartog (2006) para



otras especies de pastos marinos, pero recientemente se ha reportado un
patron inverso de variacion, es decir, un aumento del grosor de la hoja en las
praderas mas profundas de Posidonia sinuosa ademas de diferencias
estacionales asociadas a este patron de variacion con la profundidad (Collier
et al., 2007). Estos resultados son indicativos de la importancia de otros
factores ambientales como temperatura o disponibilidad de nutrientes, ademas
de la luz, en la regulacion del grosor de la hoja de pastos marinos. El patrén
descrito para plantas terrestres consiste en un aumento del grosor de la hoja en
ambientes mas iluminados (Bjorkman, 1981; Vogelmann, 1993; Vogelmann
& Martin, 1993; Poorter et al., 1995; Enriquez & Sand-Jensen, 2003). Esta
tendencia es similar al patron encontrado entre las praderas de T. testudinum
de la laguna arrecifal de Puerto Morelos, donde el mayor grosor de la hoja se
midi6 en las praderas mas someras. Sin embargo, es opuesto al patrén
observado dentro del dosel de este pasto, pues la parte basal madura, menos
iluminada, es la que presenta el mayor grosor de hoja. En el presente estudio,
el patrén de variacion a lo largo de la hoja fue una constante entre los seis
sitios muestreados y revel6 una clara tendencia a disminuir hacia el 4pice, es
decir, a reducirse el grosor de hoja al aumentar la disponibilidad de luz dentro
del dosel (Figura 33a). Esta tendencia se confirma con la observacion de la
existencia de una asociacion negativa y significativa, aunque débil (r= -0.18,
n=219, p<0.01) entre la irradiancia relativa dentro del dosel (% Es) y la
variacion del grosor de la hoja. Este resultado sugiere que la luz parece estar
regulando de dos formas opuestas la morfologia de la hoja. Por un lado existe
una variacion del grosor de la hoja que parece estar asociada a la irradiancia
en la superficie del dosel, pero también existe otra variacion a lo largo de la
hoja asociada a la irradiancia dentro de cada pradera.

Esta aparente contradiccion en el efecto de la luz sobre la morfologia
guizas sea consecuencia de la coincidencia de la variacién del campo luminico
dentro del dosel con el desarrollo ontogénico de las hojas de este pasto, pues
la hoja madura hasta alcanzar un valor maximo de su grosor en la zona basal,
menos iluminada, del dosel (hoja Tipo | segun el andlisis alométrico), para
posteriormente disminuir en su grosor hacia la punta de la hoja, la zona mas
iluminada. Por tanto, la interpretacion de estos resultados y en coherencia con

los obtenidos en el analisis alométrico, debe considerar el desarrollo de la hoja



desde su maduracién hasta su agotamiento 0 senescencia. En este caso no
hemos examinado el desarrollo completo de la planta, sino los cambios que
experimenta la hoja 2 desde su nacimiento hasta el maximo de desgaste que
ésta sufre. La parte inmadura, que se encuentra en la parte basal de la hoja, es
a su vez la parte mas sombreada dentro del haz foliar, por estar rodeada por
otras hojas mas viejas ademas de la vaina. También hay que sefialar que esta
parte de la hoja se encuentra muy a menudo enterrada en el sedimento. Una
mejora significativa en la capacidad de absorcion de luz gracias a un mayor
grosor puede beneficiar significativamente esta parte de la hoja, y explicar por
qué es precisamente esta zona la que presenta el mayor grosor una vez que se
ha completado el desarrollo morfolégico de la hoja. ElI grosor maximo que
alcanza una hoja puede estar determinado por la luz, pero probablemente
participen en su regulacion también otros factores ambientales y/o intrinsecos a
la planta, lo que puede explicar por qué la maduracion pigmentaria y estructural
de la hoja no coincide. A partir de este maximo, la hoja parece experimentar
una progresiva reduccién de su grosor o desgaste hacia la punta, es decir,
hacia las zonas también mas iluminadas del dosel, y este cambio si podria
estar mas relacionado con la respuesta fotoaclimatativa de la morfologia,
aunque los cambios en el grosor de la hoja a lo largo de su trayectoria
ontogénica y asociados posiblemente a la historia luminica en el dosel, son
también dependientes del maximo desarrollado en su parte basal una vez
completada la madurez estructural. La combinacion de la expresion de la
respuesta fotoaclimatativa en el dosel con el desarrollo ontogénico de la hoja,
podria explicar la aparente contradiccion en los resultados obtenidos de la
asociacion de la variacion del grosor de la hoja con la irradiancia en los dos
gradientes de luz examinados.

En resumen, probablemente la disponibilidad de luz no es el factor
regulador mas importante de la variacion del grosor de la hoja de pastos
marinos y son otros factores externos (ambientales) y/o internos (desarrollo
ontogénico de la hoja, particidon de recursos dentro de la planta, etc.) los que
estan mas relacionados con ella. Determinar el papel exacto de la luz en la
regulacién del grosor de la hoja dentro de la respuesta fotoaclimatativa de esta
especie, solo puede hacerse bajo condiciones experimentales semicontroladas

de luz, lo que este andlisis comparativo no puede ofrecer. Sin embargo, en el



estudio de Cayabyab & Enriquez (2007) se ha documentado que Thalassia
testudinum responde a la disminucion ambiental de la luz con un aumento
significativo del grosor de la hoja, pero de nuevo no es posible concluir si este
aumento es el resultado de un esfuerzo de la planta por construir hojas mas
gruesas a baja disponibilidad de luz, o si, por el contrario, es el resultado de un
mayor desgaste de la hoja creciendo a alta luz y en condiciones de limitacién
por nutrientes, lo que conduciria a disminuir fuertemente su grosor. Estos
resultados sugieren que los cambios en el grosor de las hojas de T. testudinum
son dependientes de la disponibilidad de luz, pero quizas también de la
disponibilidad de los recursos externos disponibles para el haz o los asignados
a éste por la planta.

En el presente estudio se observé que la pradera B, que presentd la
menor irradiancia relativa promedio como consecuencia de su alta densidad
foliar a pesar de ser una pradera somera, desarrollé las hojas con los mayores
grosores (Figura 32a), lo que puede sugerir que la luz que siente el meristemo
foliar es la que mas podria estar relacionada con la determinacion del grosor
maximo de la hoja, sin descartar la importancia de otros factores ambientales
como la disponibilidad de nutrientes, necesarios para construir hojas mas
gruesas, y quizds mas costosas. Por otro lado, el patron de disminucion del
grosor a lo largo de la hoja probablemente esté méas relacionado con su
desgaste y, por tanto, con la variacion del campo luminico que la hoja
experimenta al crecer a lo largo del dosel (Figura 33a). Asi que, todavia no es
posible concluir a partir de este andlisis cuales son los principales factores
reguladores de la variacion del grosor de la hoja en T. testudinum, tanto de la
variacion del grosor maximo como de la variacion del grosor a lo largo de la
hoja, aunque estos resultados sugieren como hipétesis para ser probada
experimentalmente la importancia de la disponibilidad de nutrientes en
combinacion con la luz para determinar en las hojas de pastos marinos, tanto el
grosor maximo de la hoja como su patrén de disminucion hacia el 4pice.

Por otro lado, la interpretacion mecanistica del efecto del grosor sobre la
variacion de la habilidad para colectar la luz de las hojas debe considerar los
efectos de dos fendmenos, el efecto paquete y la dispersion multiple. Al
considerar el aumento del grosor de la hoja de los pastos marinos se debe

tener en cuenta que va unido fundamentalmente a un aumento del tejido no-



pigmentado que conforma mas del 80% del tejido total de la hoja, lo que podria
favorecer la habilidad para absorber la luz de la hoja, al promover
preferentemente la dispersion mdltiple sin incrementar practicamente nada el
empaquetamiento de los pigmentos. En el presente trabajo se encontré6 que
existe una relacion negativa y significativa entre el grosor y la densidad de hoja
(contenido de peso por unidad de volumen, Log-log, r= -0.62, p<0.01, n=197).
Esta relacidén respalda lo antes mencionado, ya que en la parte basal de la
hoja, donde se midi6 el mayor grosor de hoja, por el incremento de los
espacios lacunares también se determiné la menor densidad de hoja, mientras
gue en el apice se presento el fenbmeno inverso.

En el presente estudio, el parametro morfolégico mas claramente
asociado a la variacion de la luz fue el grosor de la epidermis, que es
precisamente la parte de la hoja donde se desarrolla el proceso fotosintético.
Una disminucion de la disponibilidad de luz parece estar asociada a un
aumento del grosor de la epidermis, ya sea relacionada con la atenuacion de
luz en la profundidad, praderas E, F o con la autosombra dentro del dosel por el
aumento de la biomasa foliar, praderas A, B (Figura 34a). También se encontro
un patron de variacion a lo largo de la hoja y asociado a la atenuacion de luz
dentro del dosel, ya que el mayor grosor de epidermis se determiné en la zona
basal de la hoja y se observo una progresiva disminucion hacia la parte apical
(Figura 34b). Estos resultados sugieren que para mantener relativamente
constante la concentraciébn de pigmentos por unidad de volumen, o por lo
menos evitar que aumente por encima de un valor critico, las hojas que crecen
en ambientes de baja luz (praderas E, F) y que deben incrementar su contenido
en pigmentos, consiguen neutralizar el efecto paquete al aumentar el grosor de
la epidermis. A lo largo de la hoja, la concentracién de pigmentos (Figura 39b)
aumenta al ir disminuyendo el grosor de la epidermis hasta un maximo en la
parte media, a partir del cual disminuye rapidamente hacia la punta al reducirse
también su contenido de pigmentos. Esto sugiere una regulacién sincronizada
de la morfologia de la hoja y del contenido de pigmentos.

En este analisis fotoaclimatativo, se observo que la variabilidad del grosor
de la epidermis es un elemento clave en la mejora de la eficiencia de absorcién
de luz. Al analizar con mas detenimiento la variacion del grosor de la epidermis

de cada pradera con la variacién de la irradiancia dentro del dosel (Figura 35),



se observd una clara tendencia a disminuir este parametro a altos valores de
irradiancia y esta tendencia es especifica para cada pradera, aunque dos
praderas, la C y la D no presentaron una asociacion significativa (Figura 42).
Examinando la asociacion de variacion de cada pradera resaltan: i) la ausencia
de asociacion en la pradera C que recibe en promedio mas luz y que ademas
presentd el menor grosor promedio de epidermis; ii) las praderas A y F
presentaron los valores mayores del grosor de la epidermis, las dos praderas
se sitian en los extremos menos iluminados de los dos gradientes de luz
examinados: el de autosombra en el dosel, A, y el de atenuacién de luz en
profundidad, F; vy iii) las praderas B, E que son dos de las praderas que
presentaron los valores mas bajos de irradiancia promedio, y que tuvieron
valores intermedios del grosor de la epidermis, ademas de una asociacion

significativa entre la variacion de éste y la irradiancia (Figura 42).
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Figura 42. Variabilidad del grosor de epidermis en funcion de la irradiancia dentro del
dosel.

En los pastos marinos la epidermis podria actuar, para algunas especies
gue habitan aguas muy iluminadas como Thalassia testudinum, como el tejido
de empalizada en plantas terrestres, ya que tedéricamente podria dirigir los
fotones hacia el aerénquima y sistema lacunar, donde pueden aumentar su
paso Optico efectivo y consecuentemente su probabilidad de absorcion en los
pigmentos. Por tanto, aumentar la epidermis y el grosor de hoja
simultineamente podria mejorar significativamente la habilidad de los



pigmentos para absorber luz por medio de la dispersibn mdultiple. Este
fendmeno es el que precisamente se ha observado en este estudio y que ha
permitido aumentar considerablemente la eficiencia de absorcion de luz de las
hojas de la pradera mas somera, la A.

Se debe sefialar también que a baja luz la hoja podria contrarrestar la
fuerte disminucién de la produccion foliar de la pradera como consecuencia de
la reduccién de la densidad de haces (Enriquez & Pantoja-Reyes, 2005) a
través de dos mecanismos compensatorios: i) aumentar su area foliar (tamafio
del haz); y ii) aumentar la maquinara fotosintética interna de la hoja (por unidad
de area proyectada), con el fin de aumentar las tasas fotosintéticas. El primer
mecanismo dependeria de la regulacibn de la tasa de duplicaciéon del
meristemo foliar. El segundo se conseguiria Gnicamente aumentando el grosor
de la epidermis, ya que los pastos marinos carecen de un mesoéfilo pigmentado.
Este aumento, aunque pequefio puede ser lo suficientemente significativo para
asegurar un balance de carbono positivo a la planta en condiciones de fuerte
limitacién por luz. Ademas, un aumento del grosor de la epidermis puede
mejorar la eficiencia de absorcion de luz cuando disminuye o mantiene en los
mismos valores la concentracién de pigmentos por unidad de volumen, por lo
que puede ser especialmente beneficioso en condiciones de limitacion de
recursos. Los resultados del analisis alométrico son consistentes con esta
hipotesis.

Las hojas de plantas terrestres que se desarrollan a bajas intensidades
de luz tienden a presentar valores mas altos de SLA, y son hojas mas delgadas
con un tejido de empalizada poco estructurado, baja densidad de hoja y alta
concentracion de pigmentos. Por el contrario, si crecen a altas intensidades de
luz, las hojas son mas gruesas y mas densas, con un tejido de empalizada bien
desarrollado (Jurik, 1986; Enriquez & Sand-Jensen, 2003). SLA se considera
un factor clave para explicar las diferencias fisiologicas entre las plantas que se
aclimatan a la sombra (Bjorkman, 1981; Enriquez et al., 1994; Lambers et
al., 1998). En el presente estudio, SLA no mostré un patron de variacion a lo
largo del gradiente de profundidad entre praderas (Figura 36a), pero si dentro
del dosel, donde el SLA aumenta hacia el apice de la hoja, es decir, hacia las
zonas mas iluminadas del dosel (Figura 36b) opuesto a lo propuesto para

plantas terrestres. Enriquez (2005b) analiz6 la habilidad para absorber luz de



las hojas de Thalassia testudinum y observé que las hojas que presentan
mayores valores de SLA tienen ademas menores valores de absorptancia. En
el presente estudio se confirma esta observacién, pues se encontré que el SLA
y la absorptancia tienen una asociacion significativa negativa, aunque débil
(Log/log, r= -0.22, p<0.001, n= 186). Mientras que, la relacibn SLA y el
coeficiente especifico de absorcién no fue significativa, pero si se observd una
asociacion significativa y negativa de SLA con los pigmentos por unidad de
peso (Log/log, r= -0.14, p<0.01, n= 203), es decir, los segmentos de hoja
delgados y con mayores valores de SLA tienen ademas en promedio menores
contenidos de pigmentos por unidad de peso, lo que explica la ausencia de

correlacion entre SLA 'y el coeficiente especifico de absorcion.

6.3.5 Modelo de variacién morfolégica de la respuesta fotoaclimatativa de
la hoja de Thalassia testudinum.

Los dos tipos de hojas encontrados en el andlisis alométrico no
necesariamente corresponden con la variacion morfologica encontrada en la
respuesta fotoaclimatativa. Al excluir del analisis comparativo los segmentos
inmaduros, se encontré6 que los segmentos maduros, adaptados a baja luz
presentan semejanzas al Tipo | de hoja (Figura 23). Lo que implica tener un
mayor grosor de hoja (en la parte basal) y menor densidad de hoja, pero
contrario al Tipo |, esta asociado a un mayor contenido de pigmentos por
unidad de peso. Aumentar el contenido de pigmentos esta asociado a mejorar
las tasas fotosintéticas y la productividad foliar, este aumento ligado a un
aumento del grosor de la hoja puede permitir contrarrestar el efecto paquete en
estos segmentos mas pigmentados. Un aumento adicional del grosor de
epidermis puede aumentar el efecto paquete si estd acompafiado de un
aumento de la concentracion de pigmentos, pero podria favorecer el desarrollo
de cristales de oxalato de calcio (pudiendo aumentar su tamafio y/o numero) vy,
mejorar la dispersion mdultiple del tejido pluricelular. En contraste, los
segmentos maduros adaptados a alta luz presentan semejanzas al Tipo Il de
hoja (Figura 23), pero donde el menor grosor de hoja, y de la epidermis van
acompafados también de un menor contenido de pigmentos, asi como de una

mayor densidad de la hoja. Este tipo de hoja mantiene una alta eficiencia de



absorcion de luz debido principalmente al efecto del menor contenido de
pigmentos por unidad de peso.

En funcién de la respuesta fotoaclimatativa se pueden considerar dos
tipos de segmentos maduros a lo largo de la hoja: i) uno aclimatado a baja luz,
zona basal; y i) otro segmento aclimatado a valores mayores de la irradiancia
hacia la zona apical. Las respuestas morfolégicas inducidas a baja luz fueron
principalmente un mayor grosor de hoja y de epidermis, y por tanto segmentos
de hoja con menor densidad, aunque baja SLA. Estas hojas tienen ademas
mayor contenido de pigmentos por unidad de area y una mayor capacidad de
absorber luz. A alta luz, se presentaron las caracteristicas inversas (Figura 43).
La mayor capacidad de absorber luz de los segmentos de la parte basal
maduros, se consiguid al combinar el efecto de aumentar el contenido de
pigmentos, que son los primeros involucrados en el proceso de absorciéon de la
luz, e incrementar el grosor de la hoja y de la epidermis. Como resultado de
estos cambios morfoldgicos, la eficiencia de absorcion de luz de los pigmentos

se mantiene constante entre los dos tipos de segmentos.

| > densidad de hoja
>SLA

> grosor de hoja

> grosor de epidermis
L_>densidad de pigmentos
> capacidad de absorcién

Similar eficienciade absorciéon de luz

—segmentos inmaduros

Figura 43. Modelo de la respuesta fotoaclimatativa de las hojas de T. testudinum,
determinado en este estudio.
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7.1 Materiales y Métodos.

7.1.1 Aislamiento de células epidérmicas sin pared celular (protoplastos)
de las hojas de Thalassia testudinum y Syringodium filiforme.

El aislamiento de los protoplastos (células sin pared celular) se realizé con el fin
de separar las células pigmentadas del resto del tejido foliar que conforma las
hojas de cada una de las dos especies de pastos marinos que se analizaron, y
poder estudiar asi por separado sus propiedades épticas. Los protoplastos de
las dos especies se analizaron desde la perspectiva 6ptica como suspensiones
de células siguiendo una metodologia similar a la del fitoplancton. Al eliminar el
efecto del tejido, es posible comparar el efecto de los cristales de oxalato de
calcio, presentes en los protoplastos de T. testudinum y ausentes en los
protoplastos de S. filiforme, sobre la eficiencia de absorcién de luz (coeficiente
especifico de absorcion, a*).

El aislamiento de los protoplastos inicialmente se realizé6 conforme a lo
descrito por Balestri y Cinelli (2001) para dos pastos marinos del
Mediterraneo, sin embargo, las recomendaciones que ellos presentan no
permitieron digerir las hojas de las especies tropicales. El aspecto mas
importante fue determinar la proporcién de enzimas utilizadas para digerir los
tejidos de T. testudinum y S. filiforme. En este estudio la proporcion 6ptima fue
la siguiente: celulasa 1%, pectinasa 1.5% y hemicelulasa 0.5%. También se
realizaron otras modificaciones a la técnica original, que se describen a
continuacion:

i) Las hojas de T. testudinum y S. filiforme se enjuagaron y se
mantuvieron con agua de mar filtrada-esterilizada y con una solucién
antioxidante (vol. 1:1).

i) Las hojas se cortaron en segmentos muy finos (~1mm de ancho) y se
tomaron 10g (peso humedo) de material de cada especie, el que se colocé en
dos cajas Petri con medio pre-plasmolisis, que ablanda los tejidos, durante una
hora.

iii) Se tomaron 5g de pedacitos de hoja en el medio pre-plasmdlisis y se
colocaron en tubos Falcon (50ml) con 10ml de mezcla de enzimas, que

degrada los tejidos.



iv) Los tubos se introdujeron en un recirculador de agua (Neslab RTE-
100), con agitacion suave, protegidos de la luz, a 30°C. La digestién del tejido
para obtener los protoplastos fueron: para T. testudinum 12h y para S. filiforme
10h.

v) Al finalizar la digestidon, las muestras se tamizaron para separar el
material grueso no degradado.

vi) Las soluciones separadas con material muy fino, se colocaron en
10ml de soluciéon de lavado, que permite la liberacién de los protoplastos,
dentro de tubos Falcon (50ml) que se introdujeron al recirculador de agua
(Neslab RTE-100), con agitacion suave, protegidos de la luz, a 30°C, durante
una hora.

vii) Las muestras se filtraron con una malla de nylon de 100um de
abertura.

viii) ElI material filtrado se desechd y la solucion se coloco en tubos de
policarbonato (50ml) con solucion de lavado para concentrar el material y se
centrifugaron (International Equipment Co., USA) a 1500rpm, durante 20
minutos a temperatura ambiente.

ix) El pelet obtenido se deposité en tubos de policarbonato (15ml) en
donde previamente se habian colocado las distintas soluciones del gradiente
de Ficoll (0, 30 y 35%) y se centrifugaron (International Equipment Co., USA) a
1800rpm, durante 15 minutos a temperatura ambiente.

X) Los protoplastos, posterior a la centrifugacion, se separaron y situaron
en la banda media del gradiente de Ficoll, éstos se recolectaron y
resuspendieron en 5ml de solucion de lavado fresca.

La preparacion de los reactivos empleados se describe en el Anexo
11.3.

7.1.2 Determinaciéon de los descriptores 6pticos de las suspensiones de
protoplastos.

Se realizaron lecturas de absorbancia, D, en el espectrofotometro (Aminco,
DW?2, USA) del pelet resuspendido para cada especie, en la soluciéon de lavado
fresca (el cual se llamard concentrado de protoplastos). El concentrado de
protoplastos se consider6 como una muestra al 100%. Una porcidon de ésta

muestra se utilizé para preparar el blanco de referencia, que se blanqueé con



hipoclorito de sodio (Sigma). Posteriormente, se tom6 una parte del
concentrado de protoplastos, asi como, del blanco de referencia y se diluyeron
con solucién de lavado fresca al 80, 60, 50, 25, 10, 5, 4, 3 y 2% de su
concentracion original y se midié la absorbancia, D, de las diluciones.

Con estos datos se calculd el coeficiente especifico de absorcion en el
pico de absorcion en el rojo de la clorofila a, que en este caso correspondia a
valores similares a los del fitoplancton de 675nm, a* 475, como se describi6é en

el apartado 4.2.1.

7.1.3 Determinacién de la densidad de pigmentos de los protoplastos.

La extraccion de pigmentos se hizo Unicamente del concentrado de pigmentos
por duplicado para cada especie. Se tomaron 1000ul del concentrado de
protoplastos y se colocaron en tubos Eppendorf (1.5ml). Se centrifugé la
muestra para concentrarla (Sorval, Heraeus), hasta que la micro-centrifuga
alcanzara su maxima velocidad (13,000rpm), esto es para que el pelet se
compacte, pero no excesivamente, y la acetona diluya los pigmentos.
Posteriormente, se retird el sobrenadante, secando el pelet con una toallita
(Kimwipes EX-L). Se agregaron 1000l de acetona pura fria y se agito la
muestra con un vortex (Fisher) durante un minuto. Los tubos con el extracto se
mantuvieron protegidos de la luz con papel aluminio y en refrigeracién (4°C,
~20h). Después de éste periodo, las muestras se centrifugaron (Sorval,
Heraeus) a temperatura ambiente, durante 10 minutos a 13,000rpm, para
separar el sobrenadante que contiene los pigmentos disueltos.

Las lecturas de absorcidbn de los pigmentos se realizaron con un
espectrofotometro como se describié en el apartado 4.2.1. Como blanco de
referencia se utilizé acetona pura y fria. Las concentraciones de clorofila a se
calcularon con las formulas de Jeffrey & Humphrey (1975). La cantidad de
clorofila a se expreso por unidad de &rea proyectada [densidad de clorofila a,

mg chl a m.

7.1.4 Determinacion del tamafio de los protoplastos.
El tamafio de los protoplastos se midi6 en un microscopio Optico compuesto

(Olympus CH-2), equipado con un ocular graduado.



7.1.5 Andlisis estadistico.

Para comparar el efecto de los cristales de oxalato de calcio en los protoplastos
de las hojas de T. testudinum con los protoplastos de S. filiforme, se ajusto la
variacion observada entre los coeficientes especificos de absorcion y la
densidad de clorofila a a una funcién lineal (regresién lineal simple) con los

descriptores transformados logaritmicamente.



7.2 Resultados.

7.2.1. Variabilidad de la morfologia de los cristales.

Las observaciones que se han realizado hasta ahora en este estudio, se limitan
al microscopio 6ptico (modelo). En los cortes paradermales que se realizaron a
las hojas de este pasto para observar los cristales de oxalato de calcio, se
observé la presencia de entre uno y dos cristales individuales por célula de la
epidermis, asi como la presencia ocasional de un cristal gemelo por célula
(Figura 44).

Figura 44. Presencia de cristales de oxalato de calcio dentro de las células epidérmicas
(corte paradermal) de las hojas de Thalassia testudinum (Foto S. Enriquez).

La forma de este cristal fue consistente, aunque no su orientacion. Son
cristales prismaticos (Figura 45) con bordes apuntados, que variaron de

tamano en un rango entre 12x3um a 45x12um, para un solo cristal.



Figura 45 Cristal de oxalato de calcio dentro de las células epidérmicas de las hojas de
Thalassia testudinum (foto R. Wong).

También se observo que en la zona inmadura o parte basal de la hoja
(i.,e., 1lcm, Figura 46), los cristales son pequefios, es decir, estan poco
desarrollados, mientras que en los siguientes segmentos (3 y 8cms), que
corresponden a la parte madura de la hoja, se observé un aumento progresivo
del tamafio del cristal, es decir, estan ya desarrollados y han incrementado su
volumen dentro de las células epidérmicas. Esto revela que los cristales dentro
de las células epidérmicas de la hoja siguen un proceso de maduracion o
crecimiento al igual que la misma hoja, es decir, que la parte basal de la hoja
ya contiene cristales aunque inmaduros o poco desarrollados y que estos

alcanzan mayor tamafio conforme crece la hoja.

Figura 46. Presencia de cristales de oxalato de calcio dentro de las células epidérmicas
(corte paradermal) de las hojas de Thalassia testudinum, colectadas en la pradera A
(Fotos L. Legaria-Moreno).



7.2.2. Analisis del efecto de los cristales de oxalato de calcio sobre la
eficiencia de absorcién de luz en protoplastos de pastos marinos.

Para hacer esta comparacion se examinaron las propiedades opticas de las
células epidérmicas de Thalassia testudinum, que contiene estos cristales, con
células epidérmicas de otro pasto marino, Syringodium filiforme, que no
contiene estos cristales (Dobbs et al., 2004). Para eliminar el efecto de la
morfologia foliar, pues son dos especies con grandes diferencias en su
anatomia foliar (Figura 47), se produjeron protoplastos (cé€lulas epidérmicas sin
pared celular) de las dos especies y se analizaron las propiedades opticas de
estos protoplastos. En este andlisis se siguié la metodologia utilizada para el
fitoplancton y se analizaron las propiedades Opticas de dos suspensiones de

células.

Figura 47. Cortes transversales de las hojas de a) Thalassia testudinum (foto S.
Enrigquez) escala 100um, b) Syringodium filiforme (Foto L. Legaria-Moreno) escala 1mm y
acercamiento de S. filiforme (Foto L. Legaria-Moreno) escala 100um, describiendo las
diferencias en su anatomia interna.

Se compararon los coeficientes especificos de absorcion de las células

epidérmicas de T. testudinum, con las células epidérmicas de Syringodium



filiforme. Para hacer esta comparacion se digirieron hojas recién colectadas de
ambas especies y se produjeron dos suspensiones limpias de protoplastos, una
para cada especie (Figura 48).

Debido a que el coeficiente especifico de absorcion, a*, también
depende del diametro celular, d, y del contenido de clorofila de la célula, Ci
(i.e., células mas grandes y células con contenidos mayores de pigmentos
suelen presentar mayores empaquetamientos, y por tanto menores valores de
a*, ver Kirk, 1975, 1976, 1994), se examinaron las posibles diferencias
morfolégicas entre los protoplastos de las dos especies, T. testudinum y S.
filiforme, asi como, las diferencias Opticas y de pigmentos.

10 um 10 um

Figura 48 Protoplastos de a) Thalassia testudinum y b) Syringodium filiforme (fotos L.
Legaria-Moreno).

Descriptores morfolégicos de los protoplastos.

De acuerdo con los andlisis realizados, se observo que los protoplastos de S.
filiforme contienen 1.4 veces mas clorofila a que los protoplastos de T.
testudinum, pero que eran mas pequefios de tamafio, puesto que los
protoplastos de T. testudinum variaron entre 25 y 30um y los de S. filiforme
variaron entre 15 y 20um. Es decir, los protoplastos de T. testudinum fueron 1.6
veces mayores en su diametro celular que los de S. filiforme (Tabla 16).



Tabla 16. Descriptores morfoldgicos de los protoplastos (células sin pared celular) de T.
testudinum y S. filiforme.

, Concentracién intracelular | Rango diametro Cristales de
Especie de pigmentos [pg cel™] celular [pm] oxalato de calcio
Thalassia .
testudinum 0.000241 25-30 Si
Syringodium
filiforme 0.000341 15-20 No

Descriptores de pigmentos y Opticos de los protoplastos.

Para comparar las posibles diferencias en la eficiencia de absorcion de luz de
los pigmentos fotosintéticos de las dos suspensiones de protoplastos, se
analizo el patron de variacion del coeficiente especifico de absorcion de la
clorofila a al aumentar la seccién transversal de pigmentos. La variacion de la
seccion transversal de pigmentos se consiguié con una serie de diluciones de
la suspensiéon concentrada de células. Se analizé unicamente la variacion de la
absorbancia, D, en el pico de la clorofila a, medida a 675nm, de las distintas
diluciones, y se calculo, conociendo la seccidén transversal de clorofila a [mg m”
?], el coeficiente especifico de absorcién, a* [m?> mg clorofila a *) para cada
dilucion. El siguiente gréfico ilustra los resultados de esta comparacion (Figura
49):
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Figura 49. Comparacién de la variabilidad de la eficiencia de absorcién de luz de la
clorofila a de los protoplastos de T. testudinum (cuadros negros) y S. filiforme
(triAngulos negros).

Para comparar la eficiencia de absorcion de luz (coeficiente especifico

de absorcion, a*), de los protoplastos de las dos especies, en funcion de la



densidad de clorofila a, se realizé un ajuste lineal (Log-log) a los datos de cada
especie. Los modelos que describen la eficiencia de absorcién de luz de los

protoplastos de T. testudinum y S. filiforme fueron:

0 -1.61+0.02 -0.16+0.02

x clorofila a por unidad de area

ar T. testudinum - protoplastos =1
(Log/log, R>=0.92, n=10, E.E.=0.03, p<0.001),

a* s_fiiforme-protoplastos =10 799 x clorofila a por unidad de area 2140
(Log/log, R?=0.86, n=9, E.E.=0.04, p<0.001).

Los factores de escala corregidos de estos modelos (sensu Niklas,
1994) muestran valores similares en el patrén de empaquetamiento de los
pigmentos en los protoplastos en suspension (factor de escala de los
protoplastos de T. testudinum -0.16+0.02, y de los protoplastos de S. filiforme, -
0.14+0.02). Sin embargo, se observaron diferencias significativas en el
intercepto log/log de esta relacion que indican que en todo el rango examinado,
los protoplastos de T. testudinum mantienen una mayor eficiencia de absorcién
de luz que los de S. filiforme (rango estimado entre 1.24 y 1.32 veces). Esta
diferencia de la eficiencia para absorber luz de los protoplastos de T.
testudinum se mantuvo relativamente homogénea en todo el rango. El patron
de variacion también muestra que las diferencias en la eficiencia de absorcion
de luz son ligeramente superiores cuando la densidad de clorofila a en la
suspension de protoplastos es mas baja. Puesto que, para una baja densidad
de pigmentos, 3 mg m?, la eficiencia de absorcién de luz de los protoplastos de
T. testudinum alcanzan la mayor diferencia, es decir son 1.32 veces mas
eficientes para absorber luz, comparada con los protoplastos de S. filiforme,
mientras que a altas densidades de pigmentos, 75 mg m?, la diferencia es de
1.24 veces (Figura 49).



7.2.3 Comparacién de la eficiencia de absorcién de luz de los protoplastos
versus el tejido foliar pluricelular de Thalassia testudinum.
Una vez que se describi6 el patron de variacion de la eficiencia de absorcion de
luz de las dos suspensiones de protoplastos se compararon estos dos patrones
de variacion con los valores obtenidos en la base de datos general de este
trabajo para los segmentos de hoja, tanto maduros como inmaduros de T.
testudinum.

Los valores de la eficiencia de absorcion de la clorofila a de las hojas,
también se ajustaron a una funcion lineal (Log-log) y se calcularon los datos
tedricos segun el siguiente modelo:

-0.51+0.01

0 "H0%0:92 x clorofila a por unidad de area 22

a* 1. testudinum - hojas =1

(Log/log, R?=0.86, n=355, E.E.=0.10, p<0.001).

Los resultados mostraron que, a bajas densidades de pigmentos (<40
mg m™), la eficiencia de absorcion de luz de la clorofila a dentro del tejido foliar
pluricelular fue mucho mayor que en la suspension de los protoplastos de T.
testudinum (entre 2.6 veces para valores de 3.0 mg m? y 1.1 veces para
valores de 35 mg m?). A altas concentraciones de pigmentos la a* entre el

tejido pluricelular y la suspension de protoplastos es casi similar (Figura 50).

o©
o
@

-1
o9 )
o

~

1

e absorcion (m?
SRR
o o o
N (62 (o]
T
X
1 1

eesg.d
S
w

Tejido foliar de T. testudinum 7|

£0.02

0O 20 40 60 80 100 120 140 160
Densidad de clorofila a (mg m™)

Figura 50. Comparacién de la variabilidad de la eficiencia de absorcién de luz de la
clorofila a de los protoplastos de T. testudinum (cuadros negros) y S. filiforme
(triAngulos negros) versus el tejido foliar pluricelular de T. testudinum (equis negras).



7.3 Discusion.

En este capitulo se evalud el efecto de la presencia de estructuras dispersivas
como los cristales de oxalato de calcio dentro de las células epidérmicas de las
hojas de T. testudinum (Dobbs et al., 2004), sobre las propiedades Opticas de
las hojas, ya que se partia de la hip6tesis de que una de las principales
funciones de estos cristales es la de optimizar la habilidad para colectar luz de
los pigmentos fotosintéticos (Franceschi & Nakata, 2005). Para ello se
compararon las propiedades O6pticas de los protoplastos en suspension
obtenidos de la digestion de las hojas del pasto marino tropical Thalassia
testudinum, con las propiedades Opticas de los protoplastos del pasto marino,
Syringodium filiforme que no contiene cristales de oxalato de calcio. La
presencia de cristales de oxalato de calcio se ha documentado en todos los
reinos naturales, Monera, Protista, Fungi, Animalia y Plantae. En las ultimas
tanto terrestres (~215 familias), como acuéticas (Friedmann et al., 1972;
Nakata, 2003; Dobbs et al., 2004; Franceschi & Nakata, 2005).

7.3.1 Cristales de oxalato de calcio en organismos foto-autétrofos.
El oxalato de calcio es una sal cristalina poco soluble formada de &cido oxalico
y calcio. Los cristales de oxalato de calcio, en los organismos fotoautétrofos se
suelen producir en células especializadas llamadas idioblastos, las cuales
tienen caracteristicas especificas que no se han observado en otras células.
Estas caracteristicas son: un citoplasma muy denso con abundante reticulo
endoplasmico, que regula el metabolismo del calcio durante la formacion del
oxalato de calcio; aparatos de Golgi que transportan la matriz de proteinas
hacia la vacuola; mitocondrias; pequefias vesiculas; vacuolas; plastidos y una
estructura Unica de la membrana asociada con los cristales dentro de la
vacuola. La membrana esta conformada por abundantes proteinas asociadas
con el desarrollo de los cristales de oxalato de calcio (Li et al., 2003).

Dentro de la vacuola de cada idioblasto se encuentra la membrana que
forma una cadmara que define el espacio en el que los cristales de oxalato
célcico se precipitaran y creceran, ya que conforme el cristal aumenta de

tamano, también la estructura de la cAmara aumenta. Dentro de la estructura



de los cristales se produce una matriz de proteinas (Franceschi & Nakata,
2005) compuesta de distintos aminoacidos (Bouropoulos et al., 2001). Esta
matriz de proteinas promueve la formacion de los cristales y permanece
durante su desarrollo, y es la responsable de la forma del cristal (Nakata,
2003). Este comportamiento (regulacién genética) es similar al que ocurre en
corales, pues la matriz de proteinas dirige la precipitacion de los cristales de
aragonita. Existe abundante literatura que soporta la informacion de que los
idioblastos (que tienen una gran capacidad de almacenar calcio) y la formacién
de cristales estan inducidos por el calcio. Esto es, conforme se incrementa la
cantidad de calcio en el medio, también se incrementa la cantidad en el
apoplasto (o pared celular), lo que induce la diferenciacion del idioblasto. Por
otro lado, se ha encontrado que el acido ascérbico es el sustrato primario de la
sintesis del acido oxalico usado por los idioblastos, sin embargo, pueden existir
otros potenciales sustratos (Nakata, 2003; Franceschi & Nakata, 2005).

En el caso de Thalassia testudinum la formacion de los cristales ocurre
dentro de las células de la epidermis, que son ademas las que soportan la
actividad fotosintética de la hoja, y actualmente no se conoce nada del proceso
celular que regula la formacién de estos cristales, recientemente descubiertos

por Dobbs et al. (2004) en hojas de pastos marinos.

Forma, tamafio y densidad de los cristales de oxalato de calcio.
La morfologia de los cristales de oxalato de calcio presenta un fuerte control
genético (Nakata & McConn, 2000; Nakata, 2003; Franceschi & Nakata,
2005). Una mutacion de un unico gen puede alterar drasticamente la forma de
los cristales (Nakata, 2002). Sobre su forma, también existen componentes
ambientales e inherentes al ambiente celular que contribuyen a alterarla,
aunque marginalmente. Estos factores son el estado de hidratacion del cristal,
la relacion entre la cantidad de oxalato versus calcio y los contaminantes
(Bouropoulos et al.,, 2001; Nakata, 2003; Franceschi & Nakata, 2005).
Probablemente el tamafio del cristal tenga un componente ambiental mayor de
regulacion, pero este aspecto no ha sido todavia suficientemente estudiado.
Las formas de los cristales de oxalato de calcio descritas son: i) cristales
prismaticos-romboidales, que pueden estar presentes uno o varios por célula;

i) drusas, que son conglomerados multifacéticos cercanamente esféricos; iii)



cristales en forma de arena, que son masas de pequefios cristales angulares,
vi) paquetes de espiculas, raphide, que son cristales delgados y alargados,
algunas veces con ranuras en un extremo, que se pueden presentar en
cantidades de cientos a miles; y v) estiloides, styloids, que se produce uno por
célula (Nakata, 2003; Franceschi & Nakata, 2005).

La forma, densidad y sitio en que se desarrollan los cristales de oxalato
de calcio dentro de un organismo varia ampliamente. Es decir, que en una
misma especie los cristales se pueden encontrar en uno o varios tejidos, sean
fotosintéticos o de otro tipo, asi mismo, los cristales pueden ser de una sola
forma en toda la planta o producir distintos tipos o incluso pueden ser de
multiples formas dentro de cada planta, pero en diferente tejido o regién
(Franceschi & Nakata, 2005). Afortunadamente, la variacion dentro de una
misma especie no es grande, por lo que se usan como una caracteristica
taxondmica (Nakata, 2003). La amplia variabilidad entre especies en la
distribucion de los cristales de oxalato de calcio, ha sugerido que pueden
presentar origenes multiples e independientes en cuanto a su formacion y
funcion, lo que ha promovido el desarrollo de algunos estudios sobre los
mecanismos evolutivos implicados. Como se mencionaba anteriormente, existe
un fuerte control genético sobre la forma de los cristales, mientras que, en la
cantidad y quizas el tamafio tienen mayor peso las condiciones ambientales,
como la intensidad de luz, temperatura y disponibilidad de nutrientes (Nakata,
2003; Franceschi & Nakata, 2005).

Funcion de los cristales de oxalato de calcio.

En los estudios realizados hasta la fecha, se han centrado los esfuerzos para
obtener evidencias sobre la funcién de los cristales en la regulacion del calcio,
en la proteccion de las plantas frente a los herbivoros, asi como en la
detoxificacion frente a la presencia de metales pesados (Nakata, 2003;
Franceschi & Nakata, 2005). En la regulacion del calcio su principal funcion es
como sumidero, ya que los cristales retienen altas concentraciones de calcio
(Volk et al., 2002). Referente a la proteccion de las plantas, se ha observado
que la cantidad de cristales aumenta tanto en hojas como en semillas en
respuesta a un aumento de la hebivoria artificial (Volk et al., 2002; Nakata,

2003; Franceschi & Nakata, 2005). En cuanto a la detoxificacion por metales,



se ha encontrado que en suelos contaminados de aluminio, estroncio, cadmio,
cobre y plomo, la planta puede eliminarlos del suelo a través de las raices o
incorporarlos dentro de los cristales de oxalato célcico (Nakata, 2003;
Franceschi & Nakata, 2005). Finalmente, un aspecto pobremente estudiado
todavia es, si estos cristales ejercen algun tipo de control sobre las
propiedades Opticas de las hojas. Hasta ahora solamente se ha sefialado que
los cristales pueden regular el campo luminico dentro de los liquenes (Clark et
al., 2001) y que podrian tener un papel importante en aumentar la reflectancia
de la hoja (Franceschi & Horner, 1980, en Nakata, 2002, 2003).

Cristales de oxalato de calcio en pastos marinos.

La presencia de cristales de oxalato de calcio dentro de las células epidérmicas
de las hojas del pasto marino Thalassia testudinum fue descrita recientemente
por Dobbs y colaboradores (2004). Estos mismos autores también reportan
en su estudio la ausencia de los cristales en otras especies de pastos marinos
como Zostera marina, Phyllospadix torreyi, Syringodium filiforme y Halodule
wrightii. Dobbs et al. (2004) mencionan que en las células epidérmicas de las
hojas de T. testudinum generalmente solo se encontré un cristal romboidal,
fuertemente refractivo, al igual que lo observado en este estudio (Figura 51).
Estos autores también describieron la presencia de dos o mas cristales
gemelos dentro de cada célula, mientras que en este estudio se observo entre
uno y dos cristales individuales por célula, asi como la presencia ocasional de
un cristal gemelo por célula. El tamafio reportado por Dobbs et al. (2004)
(rango de 12x6pm a 22x27um, para los dos cristales unidos) fue inferior al
encontrado en este estudio (rango 12x3pum a 45x12um, para un solo cristal),
esta informacién apunta sobre la necesidad de estudios mas detallados sobre
el desarrollo de estos cristales en pastos marinos (variacion de la forma,
tamafo y distribucion de los cristales), asi como analizar el efecto de la luz y

otros parametros ambientales sobre esta variacion (Figura 51).



Figura 51. Forma y tamafio de los cristales de oxalato de calcio dentro de las células
epidérmicas del pasto marino Thalassia testudinum, las barras representan 10 y 2um.
Tomado de Dobbs et al., 2004.

La presencia y ausencia, respectivamente, de cristales de oxalato de
calcio dentro de la epidermis de las hojas de las especies Thalassia testudinum
y Syringodium filiforme, permitieron analizar una de las hipétesis planteada en
este estudio, respecto a la potencial funciébn de los cristales de oxalato de
calcio sobre la mejora de la colecta de luz o su pérdida por reflexion (Clark et
al., 2001; Franceschi & Horner, 1980, en Nakata 2002, 2003).

7.3.2 Determinacion de la eficiencia de absorcion de luz.

La comparacién de los coeficientes especificos de absorcion de los pigmentos
entre organismos con estructuras oOpticas diferentes pero, sobre todo, con
diferente composicion pigmentaria, es posible gracias a que se analiza la
variacion del coeficiente especifico de absorcidn, a*cha, de un Unico pigmento,
la clorofila a, pigmento universal que se encuentra en todos los organismos
foto-autétrofos (Kirk, 1994). El coeficiente especifico de absorcion, a*cha, Se
calcula como se ha explicado anteriormente considerando la absorbancia, D,
del maximo de absorcion de luz en el rojo (675-680nm) que corresponde al pico
de la clorofila a en donde tiene la menor interferencia con otros pigmentos
accesorios. El coeficiente especifico de absorcion de la clorofila a es un

descriptor adecuado de su absorcion Optica efectiva en comparaciones entre



diferentes estructuras que pueden variar en la concentracion relativa de otros
pigmentos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que la
suspension de células o protoplastos de las hojas de T. testudinum son 1.26
veces en promedio mas eficientes para absorber la luz, que los protoplastos de
S. filiforme. También se observé que las diferencias a bajas densidades de
pigmentos son mayores que a altas densidades de pigmentos. Esto indica que
el empaquetamiento de la clorofila a en la suspension de protoplastos de T.
testudinum es inferior a la de los protoplastos de S. filiforme. La presencia de
los cristales de oxalato de calcio podria explicar estas diferencias si no fuera
porque también se detectaron en este estudio diferencias en el tamafio celular

de los protoplastos y en su contenido intracelular de clorofila a.

Teoria Optica desarrollada para el fitoplancton.

La teoria Optica desarrollada para el fitoplancton y que aplica para la
suspension de protoplastos, sefala que el auto-sombreado o efecto paquete de
los pigmentos fotosintéticos incrementa en: i) los picos maximos de absorcidn
de pigmentos; ii) a altas concentraciones intracelulares de pigmentos, Ci, y iii)
conforme aumenta el didmetro celular equivalente, d, (Morel & Bricaud, 1981,
Kirk, 1994). Morel & Bricaud (1981) indican que cuando el Ci decrece a un
diametro celular equivalente constante, el coeficiente especifico de absorcion
aumenta, es decir, se desempaquetan los pigmentos. El diametro celular tiene
un efecto similar, es decir, las células mas grandes, para concentraciones
intracelulares similares de clorofila a, sufren un mayor efecto paquete.

En este estudio, se encontraron diferencias en el didmetro celular y en el
contenido de clorofila a de los protoplastos. Estos resultados indican que el
diametro mayor de los protoplastos de T. testudinum puede haber contribuido a
reducir la eficiencia de absorcion de luz de la clorofila a en las células
epidérmicas de esta especie (capitulo 1 y 2), sin embargo, estos protoplastos
también presentaron valores menores de su contenido intracelular de clorofila
a, por lo que se hubiera contrarrestado este mayor empaquetamiento. La
magnitud de ambos efectos se desconoce, ya que no se pudo cuantificar el
efecto individual de cada componente: d y Ci de clorofila, ni confirmar que las

diferencias en a*cha Observadas eran exclusivamente debidas a la presencia o



ausencia de los cristales de oxalato de calcio. Sin embargo, la presencia de
dos efectos contrarios apoya la interpretacion del posible papel de los cristales
de oxalato de calcio en la mejora de la eficiencia de absorcién de luz de los
protoplastos.

Para determinar el efecto concreto de los cristales de oxalato de calcio
sobre las propiedades O¢pticas de los protoplastos es preciso considerar las
diferencias morfolégicas entre ambas especies en el diametro celular y en el
contenido de clorofila a de sus protoplastos. Esta valoracion requiere de otra
aproximacion que permita determinar los coeficientes de absorcion, Ca, y de
esparcimiento, Cs, de los protoplastos de cada especie y determinar en qué
medida la presencia de los cristales pueden afectar sus propiedades Opticas
(Tabla 16). Estas determinaciones ya se han hecho con el asesoramiento y el
apoyo del Dr. Eugenio Méndez, aunque por razones de tiempo no ha sido

posible incluir esta informacion en este manuscrito.

Efecto del tejido foliar.

El tejido multicelular de las hojas de T. testudinum est4 conformado por una
epidermis pigmentada, grandes espacios aéreos que conforman el sistema
lacunar y vacuolas a su alrededor (Kuo & den Hartog, 2006). La presencia de
cristales de oxalato de calcio en células de la epidermis, supone que la hoja
coloca los cristales en dos planos, adaxial y abaxial, de la hoja, dejando el
aerénquima y los lacunae entre ellos. Al comparar la eficiencia de absorcioén de
luz de las dos suspensiones de células o protoplastos de T. testudinum y S.
filiforme, con los valores de la eficiencia de absorcion de luz de las hojas de T.
testudinum, se observé que, para una baja densidad de clorofila (<40 mg m™),
este pigmento dentro del tejido foliar multicelular fue entre 2.6 y 1.1 veces mas
eficiente para absorber la luz que en la suspension de protoplastos de ambas
especies (Figura 50). Sin embargo, a altas densidad de clorofila (75 mg m™), el
tejido multicelular redujo su eficiencia en un 16%. Estos resultados sugieren
gue la presencia de los cristales de oxalato de calcio pero también su
distribucion en dos planos en la parte superior e inferior de la hoja, puede
contribuir extraordinariamente a aumentar la probabilidad de que los fotones
sean absorbidos dentro del tejido pluricelular de Thalassia testudinum. Este

efecto amplificador sobre la eficiencia de absorcion de luz, sin embargo no se



mantiene a altas densidades de pigmentos. La posible relacion de la presencia
de los cristales de oxalato de calcio con un aumento de la reflectancia de la
hoja no parece ser muy probable en las hojas de Thalassia testudinum, pues
los valores promedios de reflectancia reportados para esta especie son bajos,
del orden del 6% (Enriquez, 2005b), en comparacion con los valores
promedios reportados para las hojas de plantas terrestres del orden del 10-15%
(Knapp & Carter, 1998).

Estos resultados apoyan la hipétesis de que los cristales de oxalato de
calcio no soélo pueden regular el campo luminico dentro de la hoja, como
sugeria Clark et al. (2001) para especies de liquenes, sino que incluso pueden
contribuir a incrementar el paso Optico de la luz por medio de la dispersion
multiple, y, por tanto, a mejorar la capacidad y eficiencia de la absorcion de luz
de las hojas, contrarrestando el empaquetamiento de los pigmentos en el tejido
(Enrigquez, 2005).



VIIl. Corolario.

El analisis alométrico permitid observar una gran variabilidad en la capacidad
(C.V.=39%) pero sobre todo en la eficiencia (C.V.=79%) de absorcién de luz de
las hojas de Thalassia testudinum, resultado de una variacion de mas de dos
ordenes de magnitud en la seccidn transversal de pigmentos [densidad de
clorofila (a + b) mg m?. Este rango de variacién es el mayor hasta ahora
examinado en pastos marinos, gracias a la consideracion en esta comparaciéon
de segmentos inmaduros, poco pigmentados, con valores de densidad de
pigmentos por debajo de 20 mg (clorofila a + b) m™. En este rango de variacion,
la magnitud del paso 6ptico efectivo de la luz o la habilidad maxima de estas
hojas para amplificar la capacidad de absorciéon de luz, puede ser mejor
evaluada. Los valores maximos determinados en este estudio para la seccién
transversal de pigmentos no sobrepasaron los 270 mg m? (méaximo= 267.7 mg
m). Este resultado confirma que las hojas de T. testudinum mantienen valores
generalmente bajos de su contenido de pigmentos en la laguna arrecifal de
Puerto Morelos, en comparacién con especies de pastos marinos de
ecosistemas templados que presentan promedios entre 200 y 440 mg clorofila
m?. El valor maximo observado de la absorptancia de las hojas de T.
testudinum de la laguna arrecifal de Puerto Morelos fue de 61.3% y se alcanza
a valores de densidades de pigmentos por encima de los 142 mg m™. Este
valor también esta por debajo del promedio considerado para hojas de plantas
terrestres que esta reportado en 83%, a pesar de que los valores promedios de
reflectancia de estas hojas son de alrededor del 15% mientras que los
reportados para Thalassia testudinum son del orden del 6%.

Por encima del valor promedio maximo de la absorptancia, incrementos
en la seccion transversal de pigmentos no se ven reflejados en una mejora
significativa de la capacidad de absorcion de luz. La pérdida de eficiencia de
los pigmentos fotosintéticos en absorber luz cuando estan organizados dentro
de estructuras fotosintéticas se denomina efecto paquete, y es un fenémeno
gue se ha observado y descrito para organismos unicelulares pero también se
ha comprobado que afecta a estructuras dispersivas multicelulares. El analisis
alométrico permitié describir la magnitud del efecto paquete en las hojas de

Thalassia testudinum, determinando un factor de escala en la asociaciéon



log/log entre el coeficiente especifico de absorcion, a*, y la seccién transversal
de pigmentos cercano a -1/2 (-0.52), y similar a los encontrados para las
asociaciones de a* con la concentracion de pigmentos por unidad de volumen
(-0.50) y con el contenido de pigmentos por unidad de peso (-0.55). Estos
resultados indican que la eficiencia de absorcion de luz de los pigmentos decae
no linealmente al aumentar tanto su seccion transversal como el contenido de
pigmentos por unidad de volumen y de peso foliar, pero también que las hojas
mas pigmentadas de esta especie son capaces de contrarrestar el efecto
paquete ya que sufren proporcionalmente un menor empaquetamiento (factor
de escala > -1).

El fendbmeno que compensa el efecto paquete en estructuras dispersivas,
es la dispersion mdltiple, el cual permite incrementar la eficiencia de absorcién
de luz al incrementar el paso Optico efectivo de la luz y, por tanto, la
probabilidad de que un foton sea absorbido por una molécula de pigmento. La
eficiencia de absorcion de luz de los pigmentos fotosintéticos, a*, en las hojas
de Thalassia testudinum, mostro en este estudio una variacion de un orden de
magnitud (0.0034-0.0693 m? mg™). Variaciones de la anatomia de las hojas de
T. testudinum, asociadas a cambios no tanto en la distribucion de pigmentos
sino en el volumen de hoja que ocupan (grosor de la epidermis), en el volumen
total de la hoja (grosor total) y en el volumen de los lacunae (densidad de hoja),
ademés del desarrollo de cristales de oxalato calcico dentro de las células
epidérmicas, podrian ser los responsables de explicar esta variacion en la
eficiencia de absorcion de luz. Las variaciones observadas en este estudio de
la morfologia de la hoja apoyan esta conclusién, pues se encontraron
diferencias importantes tanto en el grosor de la hoja (110-410pum), de la
epidermis (8.7-18.8um), y del sistema lacunar (15.3-162.0um), asi como en el
area especifica (104.7-378.0 cm? gPS™). El anélisis alométrico permitié
determinar que los cambios en el grosor y en la densidad de la hoja, los dos
descriptores morfolégicos tradicionalmente considerados mas involucrados en
la regulacién de las propiedades Opticas de la estructura fotosintética, son
también los descriptores morfol6gicos mas importantes en la regulacion de la
capacidad de absorcion de luz de las hojas de T. testudinum. En este estudio
se encontrd que el grosor tiene un mayor efecto (~40%) que la densidad de la

hoja (~30%), para mejorar significativamente la absorptancia. Sin embargo, los



cambios en el grosor de la hoja 0 en su densidad no parecieron tener ningan
efecto directo sobre la variacion de la eficiencia de absorcion de luz, a*, mas
alla de su efecto sobre la variacién del contenido de pigmentos por unidad de
peso. Las implicaciones biolégicas de estos resultados son muy importantes
pues significa que si un aumento del grosor de la hoja permite alargar el paso
Optico efectivo de la luz y mejorar la absorcién de luz, estas hojas podrian
reducir significativamente los costos de inversibn en pigmentos. Es decir,
Thalassia testudinum y probablemente todos los pastos marinos de anatomia
foliar similar a ella, pueden producir hojas mas gruesas, con contenidos
menores de pigmentos por seccién transversal de hoja, sin comprometer su
capacidad de absorcion de luz. El aumento del grosor de hoja implica también
un incremento del tamafo de los lacunae (sistema lacunar) y por tanto, no
necesariamente requiere de una mayor inversion estructural en carbono. Esta
interpretacion del papel del grosor de la hoja en la respuesta fotoaclimatativa
de los pastos marinos contrasta fuertemente con las interpretaciones
tradicionales que se han reportado en el ambito de la ecologia terrestre y
acuatica, en dénde una disminucién del grosor de la estructura fotosintética
(célula, talo u hoja) esta asociada siempre a menores disponibilidades de luz,
como consecuencia de la necesidad de regular el fuerte gradiente interno de
luz que se forma en el interior del tejido (reducir la autosombra) y de optimizar
la relacion superficie/volumen. Estudios previos realizados en pastos marinos
no habian encontrado hasta ahora un claro efecto del grosor sobre las
propiedades Opticas de las hojas. Esta es la primera vez que se describe un
patron que ademds contrasta con las interpretaciones tradicionales y que
probablemente sea el resultado de la especial anatomia desarrollada por este
grupo taxonoémico en su adaptacion al medio marino. En las hojas de los pastos
marinos de anatomia similar a la de T. testudinum, un aumento del grosor de
hoja puede favorecer el aumento del paso Optico efectivo de la luz en el
aerénquima gracias a la presencia de estructuras refractivas como burbujas de
aire en el sistema lacunar, la presencia de grandes vacuolas, o de las paredes
celulares o de los mismos cristales de oxalato de calcio dentro de la epidermis,
sin comprometer en exceso la fotosintesis pues el tejido que regula la actividad
fotosintética estd concentrado en la epidermis. Otras anatomias foliares como

las de Syringodium filiforme quizds no requieren de la presencia de estos



cristales al ser dpticamente mucho mas gruesas y tener un volumen de
distribucion de los pigmentos mucho mayor.

Otra importante observacién de este estudio es que las variables grosor
de hoja, densidad de hoja y pigmentos por unidad de peso en Thalassia
testudinum estan inter-correlacionadas. Aumentar el grosor de la hoja en esta
especie conduce necesariamente a una disminucién de su densidad, ya que el
aumento involucra principalmente al tamafio del aerénquima y los lacunae.
Esta colinearidad involucra también al contenido de pigmentos por unidad de
peso, pues el segmento de las hojas mas grueso y menos denso tiende a ser el
gue menos pigmentos contiene, aunque este segmento es generalmente la
parte inmadura de la hoja que todavia no ha desarrollado su completa
pigmentacion. Esto permiti6 inferir a partir del analisis alométrico que durante la
trayectoria ontogénica de las hojas de T. testudinum se producen dos tipos de
segmentos. El Tipo |, que corresponde a la etapa mas temprana de la hoja, y
son segmentos inmaduros desde el punto de vista pigmentario, caracterizados
por un mayor grosor y una menor cantidad de pigmentos por unidad de area. El
Tipo Il, que por el contrario corresponde a un segmento maduro, donde se
expresa toda la respuesta fotoaclimatativa de la hoja. Por tanto, son segmentos
gue ya han alcanzado su maxima pigmentacion, pero también muestran cierta
aclimatacion a mayores irradiancias. Esta seccion de la hoja muestra también
una progresiva disminucién de su grosor junto con un aumento en su densidad
hacia el &pice. En el andlisis alométrico, en donde se consideraron todos los
segmentos de la hoja de T. testudinum, tanto inmaduros como maduros, tiene
mucho peso el segmento inmaduro pues constituye el 38% de la base de
datos. En T. testudinum la maduracion morfolégica ocurre antes que la
pigmentaria lo que permitié describir al segmento Tipo |, aunque hay que
considerar también un pequefio grupo dentro de esta tipologia constituido por
segmentos que todavia no han madurado estructuralmente y que, por tanto,
son muy delgados y muy poco pigmentados. Esta seccion de la hoja no tiene
un papel relevante en la produccién fotosintética de la planta, pero si parece
importante para delimitar las caracteristicas que va a tener la hoja productiva.
La combinacién de un maximo desarrollo estructural y un minimo contenido de

pigmentos permite obtener informacion muy relevante en el analisis alométrico,



para la comprension de la relaciéon entre la morfologia de la hoja y sus
propiedades Opticas.

Por otro lado, el analisis de la respuesta fotoaclimatativa permitid
distinguir al menos dos secciones en la hoja madura desde el punto de vista
pigmentario, es decir, la considerada Tipo Il en el analisis alométrico. Estas dos
secciones son la parte basal que corresponde a la zona mas sombreada por el
dosel y, por tanto, la que desarrolla una respuesta fotoaclimatativa a baja luz; y
la parte apical que es la que ocupa zonas mas iluminadas del dosel y, por
tanto, ha desarrollado una respuesta fotoaclimatativa a mayor irradiancia. El
segmento basal maduro es el que muestra los mayores contenidos de
pigmentos de la hoja y es igual o ligeramente menos grueso que la parte basal
inmadura. Por el contrario, el segmento apical maduro ha podido o no
experimentar una disminucion de su contenido de pigmentos, pero siempre es
mucho mas delgado y presenta valores de densidad de la hoja mucho
mayores. El segmento basal maduro de la hoja no sélo tiene poca luz por estar
en las partes mas bajas del dosel, sino porque suele estar cubierto por las otras
hojas del haz y ademas suele estar enterrado en el sedimento. Los cambios
morfoldgicos asociados a este desarrollo ontogénico de la hoja le permiten que:
i) el mayor contenido de pigmentos de la hoja basal madura se asocie a un
mayor grosor; mientras que ii) la reduccion progresiva del grosor y el aumento
de la densidad hacia la punta coincida con la disminucion del contenido de
pigmentos, que conducen a que la eficiencia de absorcion de luz de los
pigmentos se compense Yy los cambios que se observan en ella a lo largo de la
hoja sean minimos.

Por tanto y combinando los resultados de ambos andlisis para describir
el desarrollo ontogénico de la hoja 2 de Thalassia testudinum, se definen tres
tipos de secciones de hoja o tipologias. El segmento Tipo I, que se encuentra
en la parte mas basal de la hoja y que corresponde a la parte inmadura desde
el punto de vista pigmentario, se caracteriza por presentar contenidos bajos de
pigmentos y suele ser un segmento de hoja mas grueso y menos denso si ha
alcanzado ya la madurez estructural. EI segmento Tipo Il se limitaria a describir
la seccién de la hoja madura aclimatada a baja luz y que presenta los valores
mayores del contenido de pigmentos. Y, por ultimo, el tercer segmento, Tipo lll,

definiria la seccion de la hoja madura que ya ha experimentado una respuesta



fotoaclimatativa asociada al cambio de la intensidad de luz dentro del dosel.
Este segmento suele presentar una progresiva reduccion del contenido de
pigmentos y del grosor, acompafiado también de un aumento en la densidad de
la hoja. Esta clasificacion esta ilustrada en la siguiente figura:

Segmentos Tipo lll

—
Segmentos maduros
aclimatados a alta luz

Segmentos Tipo ll

—
Segmentos maduros
aclimatados a baja luz

Similar eficiencia de absorcion de luz

Segmentos Tipol
segmentos inmaduros

Maxima eficiencia
de absorciéndeluz
L

Figura 52. Modelo de variacién morfolégica de las hojas de Thalassia testudinum.

Como resultado de esta covariacion de descriptores y de esta
diferenciacién morfolégica a lo largo del desarrollo ontogénico de la hoja, se
observa que el coeficiente especifico de absorcion, a*, se mantiene constante a
lo largo de la hoja que ya ha expresado una respuesta fotoaclimatativa
completa, ya sea a baja luz (Tipo Il) o a valores mayores de irradiancia (Tipo
lIl). Es interesante la observacion de que la seccién de la hoja que muestra los
valores mayores de a* sea la Tipo |, ya que esta seccion de la hoja es la que
permanece mas cubierta y protegida de la luz (cubierta por las otras hojas y por
la vaina, ademas de estar enterrada en el sedimento), pero es la que debe ser
suficientemente eficiente para colectar el minimo nimero de fotones capaces
de disparar en el momento oportuno los genes gue regulan la formacion de los

cloroplastos y la induccién de la maduracion pigmentaria.



La variacion del grosor de epidermis presentd la menor variabilidad de
todos los descriptores morfolégicos considerados (C.V.=16%), pero esta
peguefa variacion, sin embargo, esconde una mayor variabilidad en el volumen
total de la hoja que es ocupado por los pigmentos (C.V.=27.9%). Este nuevo
descriptor morfologico definido como el porcentaje del volumen total
pigmentado de la hoja, tuvo un valor promedio en la base de datos del 10.88%
del volumen foliar total de las hojas de Thalassia testudinum analizadas, con un
rango de variacién desde un minimo de 5.88% del volumen foliar total a un
maximo del 22.1%. El grosor de la epidermis también contribuyé a explicar
parte de la incertidumbre de la absorptancia en relacion a los pigmentos por
unidad de area, pues se encontré en el analisis alométrico un efecto directo
significativo y negativo del grosor de la epidermis sobre a*. El modelo multiple
obtenido en el andlisis alométrico indicO que para valores similares del
contenido de pigmentos por unidad de volumen, un aumento del grosor de la
epidermis resulta en un mayor empaquetamiento de los pigmentos, mientras
gue menores grosores pueden favorecer una mejora de su eficiencia de
absorciéon de luz. No obstante, un aumento del grosor de la epidermis permitiria
también reducir fuertemente la concentracion de pigmentos por unidad de
volumen y mejorar su eficiencia de absorcion de luz, por lo que aumentar el
grosor de la epidermis también podria contribuir indirectamente al
desempaquetamiento de los pigmentos. Un aumento del grosor de la epidermis
al disminuir la disponibilidad de luz es precisamente el tipo de respuesta que se
observé en el andlisis de la respuesta fotoaclimatativa de las hojas de T.
testudinum. En este analisis se pudo observar un maximo de disponibilidad de
luz en una pradera intermedia en el gradiente de profundidad, la C, y dos
gradientes luminicos de atenuacién de luz respecto a la pradera C: el primero
controlado por el dosel y la biomasa foliar de las praderas, C, B, A; y el
segundo controlado por la atenuacion de luz en la columna de agua, C, D, F, E.
La variacion del grosor de la epidermis se ajustd a estos dos gradientes pues
aumentdé tanto en profundidad asociado al aumento de la atenuacién de luz en
la columna de agua (praderas D, E, F), como asociado al aumento de la
autosombra de las hojas dentro del dosel (praderas B, A). La pradera C es la
que presentd los menores valores del grosor de la epidermis. Este resultado

sugiere que el grosor de la epidermis es quizas el descriptor morfoldgico mas



fuertemente regulado por la luz en la respuesta fotoaclimatativa de las hojas de
los pastos marinos.

El andlisis de la respuesta fotoaclimatativa también confirma que el dosel
de la pradera ejerce un fuerte control sobre el campo luminico de Thalassia
testudinum, pero que este control es mucho mayor en las praderas mas
someras con altas densidades de biomasa foliar. En ellas, el gradiente de luz
gue debe afrontar una misma hoja a lo largo de su crecimiento dentro del dosel,
puede variar hasta tres érdenes de magnitud en la irradiancia en tan s6lo 20cm.
La respuesta fotoaclimatativa de la hoja, por tanto, debe ser capaz de
desplegar estrategias adecuadas de variacién en el contenido de pigmentos y
en su morfologia para mantener la produccién fotosintética, minimizar el
fotodafio y optimizar la eficiencia de absorcién de luz a lo largo de su etapa
completa de desarrollo. En este estudio se determiné que las respuestas
fotoaclimatativas a baja luz fueron principalmente producir segmentos de hoja
con un mayor grosor de hoja y de epidermis, ademas de menor densidad asi
como, un mayor contenido de pigmentos por unidad de area. Todo ello permite
una mayor capacidad de absorber luz. A alta luz, se presentaron las
caracteristicas inversas, excepto para la eficiencia de absorcién de luz, que no
mostré cambios a lo largo de la hoja. Los valores del area especifica en este
tipo de segmento de hoja fueron también mayores. La mayor capacidad de
absorber luz de los segmentos de la parte basal maduros, se consiguio al
combinar el efecto de: i) la mayor cantidad de pigmentos, que son los primeros
involucrados en el proceso de absorcién de luz; ii) incrementar el grosor de la
hoja y de la epidermis; y iii) producir cristales de oxalato de calcio.

La contribucion mas significativa del analisis del papel de los cristales de
oxalato de calcio dentro de las hojas de Thalassia testudinum, fue determinar
su importancia sobre las propiedades Opticas de la hoja. Los resultados
mostraron que la presencia de los cristales de oxalato de calcio mejoran 1.26
veces en promedio la eficiencia de absorcion de luz de la suspension de
protoplastos de T. testudinum, comparado con la eficiencia mostrada por los
protoplastos de S. filiforme. Ademas se encontré que la morfologia del tejido
foliar multicelular de T. testudinum permite mejorar la eficiencia de absorcion de
luz de los pigmentos fotosintéticos 2.6 veces mas en promedio, en

comparacion con la eficiencia de la suspensién de protoplastos. Por tanto se



puede concluir a partir de los resultados obtenidos que una de las principales
funciones de los cristales de oxalato de calcio es regular las propiedades
Opticas de las hojas de T. testudinum. Todavia se requiere determinar cual es
la contribucion especifica de estos cristales sobre la actividad fotosintética de
las hojas, ademas de profundizar en el conocimiento de los factores
reguladores de su formacion y de sus posibles efectos sobre el tamafio y
namero de cristales presentes dentro de las células de la epidermis de T.
testudinum. Por ejemplo, un aumento del grosor de la epidermis podria
favorecer el desarrollo de cristales de oxalato de calcio pudiendo aumentar su
tamafio y/o nimero dentro de la célula. A pesar de que todavia son muchas las
incognitas sobre la presencia de estos cristales, si se puede argumentar que
pudieron haber contribuido al éxito evolutivo de Thalassia testudinum.

Por otro lado, retomando la consideracion sobre el 17% de la
incertidumbre obtenida en la asociacion entre la capacidad para absorber luz y
la variacion del contenido de pigmentos por unidad de area, se infiere que la
variacion de la absorptancia puede ser explicada por la variabilidad morfologica
diferencial del grosor de hoja, de su densidad, del grosor de epidermis y por el
efecto de los cristales de oxalato de calcio en favorecer el esparcimiento
multiple dentro del tejido foliar. En el andlisis alométrico también se observé
que la morfologia foliar inmadura de los pastos marinos podria explicar el
hecho de que este estudio hubiera encontrado unos valores para la eficiencia
de absorcién de luz de las hojas poco pigmentadas 23% por debajo de los
previstos a partir de estudios basados en hojas maduras. Por un lado, la hoja
inmadura estructuralmente puede llegar a ser extraordinariamente delgada y
muy poco pigmentada, pero ademas no ha desarrollado todavia los cristales de
oxalato de calcio dentro de sus células epidérmicas, que son imperceptibles o
muy pequefios. Este estudio permitié observar un patron de maduracion de los
cristales de la base y hasta el apice de la hoja. El desarrollo se inicia en la zona
inmadura, donde existen unos cristales todavia muy pequefios, pero que van
aumentando significativamente de tamafio a medida que la hoja madura, por lo
que se observan mas claramente hacia el 4pice de la hoja. Los resultados
obtenidos permiten sugerir que los cristales se desarrollan en funcion del
proceso de maduracion de la hoja, tanto desde la perspectiva de los pigmentos

como de la morfologia, y que su mejor efecto se observa cuando han



completado su desarrollo (segmentos maduros), a altas densidades de
pigmentos, en donde ayudarian a contrarrestar el empaquetamiento de los
pigmentos fotosintéticos. Poco se sabe sobre la importancia de estos cambios
en el tamafio del cristal sobre la variacion de la capacidad y eficiencia de
absorcion de luz de las hojas. Y tampoco se dispone hasta ahora de mucha
informacion sobre otras posibles fuentes de variacion del tamafio de los
cristales de oxalato de calcio dentro de las hojas de Thalassia testudinum. Sin
embargo, estos resultados sugieren que mas importante incluso que el grosor
de la hoja o de la epidermis para mejorar la absorcion de luz a través de alargar
el paso Optico o de reducir el empaquetamiento de los pigmentos, podria ser la
presencia de cristales de oxalato de calcio en las células de la epidermis, lo
gue ayudaria todavia mas a aumentar la dispersion de luz dentro del tejido
foliar.

Estos resultados ponen de manifiesto la complejidad estructural de los
organismos que han recolonizado el ambiente marino dentro de un grupo
aparentemente simple como los pastos marinos. La diversidad morfolégica y
estructural que se ha ido generando a través de la evolucién natural, ha
seleccionado estrategias adecuadas que permiten a los organismos ser
competitivos y exitosos en un nuevo ambiente luminico como es en este caso,

el acuético, con caracteristicas muy diferentes al campo luminico terrestre.



IX. Conclusiones.

1. Los pigmentos dentro de las hojas de Thalassia testudinum en la laguna
arrecifal de Puerto Morelos, sufren el efecto paquete, debido a que la eficiencia
de absorcién de luz de los pigmentos decae no linealmente al aumentar tanto
su seccion transversal, como el contenido de pigmentos por unidad de volumen
y de peso foliar. Sin embargo, las hojas mas pigmentadas son capaces de
contrarrestar el efecto paquete ya que sufren proporcionalmente un menor

empaquetamiento (factor de escala >-1).

2. La variable més importante que afecté negativamente la eficiencia de
absorcion de luz, fue el grosor de la epidermis, junto con el contenido de
pigmentos por unidad de volumen. Ya que el s6lo aumento de la epidermis
puede reducir el empaquetamiento de los pigmentos, al mantener en los
mismos niveles o reducir la concentracion de pigmentos por unidad de

volumen.

3. El analisis de la respuesta fotoaclimatativa confirma que el dosel de la
pradera ejerce un fuerte control sobre el campo luminico foliar, pero que este
control es mucho mayor en las praderas mas someras con altas densidades de
biomasa foliar. En este andlisis se observa un maximo de disponibilidad de luz
en la pradera C, que es intermedia, y dos gradientes luminicos de atenuacion
de luz respecto a ella: el primero controlado por el dosel y la biomasa foliar de
las praderas, C, B, A; y el segundo controlado por la atenuacion de luz en la
columna de agua, C, D, F, E. El efecto mas claro de la luz sobre la variacion de
la respuesta fotoaclimatativa se observa dentro de cada pradera y sobre una
misma hoja, en el patron de reduccion de la densidad de pigmentos y de la

capacidad de absorcion de luz hacia la zona apical, la mas iluminada del dosel.

4. En la respuesta fotoaclimatativa el grosor de la epidermis es el descriptor
morfolégico més fuertemente regulado por la luz. La variacién del grosor de la
epidermis fue el Unico descriptor que se ajustd a los dos gradientes luminicos
descritos en el punto 3, pues aumenté tanto en profundidad asociado al

aumento de la atenuacion de luz en la columna de agua, como asociado al



aumento de la autosombra de las hojas dentro del dosel. La pradera C,

presenté los menores valores del grosor de la epidermis.

5. En funcién del grosor de hoja se encontraron dos patrones opuestos de
variacion a la luz disponible, en el primero se observd una disminucién entre
praderas del grosor promedio de la hoja asociada a la disminucion de la
irradiancia en la superficie del dosel con la profundidad, y segundo, una
disminucién del grosor a lo largo de la hoja, asociada al aumento de la
irradiancia dentro de cada pradera en las partes altas de dosel. EI grosor
maximo que alcanza una hoja podria estar determinado por la luz, pero
probablemente participen en su regulacion también otros factores ambientales
y/o intrinsecos a la planta.

6. Las hojas de T. testudinum presentaron tres tipos morfolégicos en relacion a
su desarrollo ontogénico (andlisis alométrico) y respuesta fotoaclimatativa. El
Tipo |, inmaduro, caracterizado por un mayor grosor de hoja, menor densidad y
menor contenido de pigmentos por unidad de peso. Tipo Il, maduro, aclimatado
a baja luz, caracterizado por un mayor contenido de pigmentos y con valores
similares o ligeramente menores del grosor y densidad de la hoja. Tipo IlI,
maduro, aclimatado a mayores valores de irradiancia, y caracterizado por una
clara disminucién de su contenido en pigmentos, grosor, y un aumento de la
densidad de hoja con respecto al Tipo II. El Tipo | no tiene, probablemente, un
papel relevante en la produccion de la planta, mientras que el segundo y
tercero son fundamentales para su desempefio fotosintético. El coeficiente
especifico de absorcion se mantiene constante a lo largo de la hoja cuando ya
ha expresado una respuesta fotoaclimatativa (Tipo Il y Ill), mientras que el Tipo

I, muestra los mayores valores de la eficiencia de absorcién de luz.

7. Los cristales de oxalato de calcio dentro de los protoplastos de las hojas de
T. testudinum mejoraron la eficiencia de absorcion de luz comparados con los
protoplastos de Syringodium filiforme. Asi mismo, la estructura foliar pluricelular
de T. testudinum mejoré también la eficiencia de absorcién de luz de los
pigmentos, en comparacion con lo observado en la suspension de protoplastos
de T. testudinum. Estos resultados ofrecen evidencias para sustentar la

hipotesis de que los cristales de oxalato de calcio en el reino vegetal, pueden



jugar un papel muy importante en la regulacién de las propiedades Opticas de
las hojas.

8. La comparacién entre segmentos poco pigmentados ya sea inmaduros
morfolégicamente o maduros, sugiere gue mas importante incluso que el grosor
de la hoja o de la epidermis para mejorar la absorcion de luz, podria ser la
presencia de cristales de oxalato de calcio colocados en dos planos (adaxial y

abaxial), dentro de la hoja, dejando el aerénquima y los lacunae entre ellos.
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|X. Anexo.

11.1 Listade Figuras.

Figura 1. Estructura de la molécula de clorofila a, formada por un anillo
tetrapirrélico cerrado y un segmento del grupo fitol.

Figura 2. Seccion transversal oOptica de la hoja bifacial tipica de plantas
terrestres Mentha aquatica (a) y de la hoja del pasto marino tropical Thalassia
testudinum (b).

Figura 3. Comparacion del empaquetamiento de los pigmentos, en funcion de
la absorcion de células enteras y rotas de dinoflagelados en cultivo,
Symbiodinium pilosum.

Figura 4. Variacion del coeficiente especifico de absorcidon (a*sg0) en funcion
de la variacion de la densidad de clorofila a, para hojas de Thalassia
testudinum, Mentha aquatica, para 12 pastos marinos y Posidonia oceanica,
Cymodosea nodosa, Zostera marina y Zostera noltii.

Figura 5. Ubicacion de la laguna arrecifal de Puerto Morelos, Q. Roo.

Figura 6. Ubicacion de los sitios seleccionados en la laguna arrecifal de Puerto
Morelos. Se muestra el poblado de Puerto Morelos y la Unidad Académica de
la UNAM.

Figura 7. Variabilidad entre praderas de la altura del dosel.

Figura 8. Variabilidad de la irradiancia relativa a) en la superficie del dosel, y
b) dentro del dosel de cada pradera.

Figura 9. Variabilidad de la atenuacion de luz dentro del dosel versus la
densidad de haces.

Figura 10. Arreglo éptico del espectrofotdmetro Aminco (DW2), controlado por
el sistema colector de datos Olis, mostrando la posicion de la hoja en la celda.

Figura 11. a) Arreglo Optico: sensor de luz plano corregido por coseno,
muestra (hoja) y lampara, midiendo b) la luz transmitida sin hoja, Eo, y c) con

hoja, Er.

Figura 12. Validacion del método alternativo (sensor de luz), comparandolo
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con determinaciones en el espectrofotometro (intervalo de confianza= 0.95%).

Figura 13. Variabilidad de la a) absorptancia, b) coeficiente especifico de
absorcién, c) densidad de pigmentos, d) concentracion de pigmentos, e)
contenido de pigmentos, f) grosor de hoja, g) densidad de hoja, h) peso
especifico, i) grosor de la epidermis, y j) grosor del sistema lacunar.

Figura 14. Variabilidad de la absorptancia en funcién de la densidad de
pigmentos.

Figura 15. Diagrama de rutas que describe la relacién entre la seccion
transversal de pigmentos o pigmentos por unidad de area con los pigmentos
por unidad de peso, grosor de hoja y contenido de peso por unidad de
volumen (densidad de hoja).

Figura 16. Diagrama de rutas que describe la relacion entre la capacidad de
absorcion de luz o absorptancia, A par, cOn l0s pigmentos por unidad de peso,
grosor de hoja y contenido de peso por unidad de volumen (densidad de hoja).

Figura 17. Variabilidad del coeficiente especifico de absorcion en funcion de la
densidad de pigmentos.

Figura 18. Variabilidad del coeficiente especifico de absorcion en funcion de la
a) concentracion de pigmentos por unidad de volumen y del b) grosor de la
epidermis.

Figura 19. Variabilidad del coeficiente especifico de absorcion en funcion del
a) contenido de pigmentos por unidad de peso y del b) peso especifico, LMA.

Figura 20. Variabilidad del coeficiente especifico de absorcion en funcion del
a) grosor de hoja y la b) densidad de hoja (contenido de peso por unidad de
volumen).

Figura 21. Comparacion de la variabilidad de la capacidad de absorcion de luz
(absorptancia, %) versus densidad de clorofila a + b de los datos de este
estudio con los reportados por Enriquez, 2005b.

Figura 22. Comparacion del efecto de la variabilidad del grosor de hoja (a) y la
densidad de hoja (b) sobre la relacion absorptancia vs. los pigmentos por
unidad de peso.

Figura 23. Tipos de segmentos de hojas presentes durante el crecimiento o
trayectoria ontogénica de las hojas del pasto marino Thalassia testudinum.
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Figura 24. Comparacioén de la variabilidad de la eficiencia de absorcion de luz
(coeficiente especifico de absorcion) versus densidad de clorofila a + b de los
datos de este estudio con los reportados por Enriquez, 2005b.

Figura 25. Variabilidad del coeficiente especifico de absorcion en funcion de la
clorofila a + b por unidad de &rea, separando los segmentos inmaduros de los
maduros.

Figura 26. Variabilidad entre praderas a la altura del dosel y en promedio
dentro del dosel (a) y a lo largo de la hoja (b) de la irradiancia relativa en la

superficie del dosel.

Figura 27. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) de la
densidad de pigmentos.

Figura 28. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) del
cociente carotenoides / clorofila a.

Figura 29. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) de la raz6n
molar a/ b.

Figura 30. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) de la
absorptancia.

Figura 31. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) del
coeficiente especifico de absorcion.

Figura 32. Variabilidad entre praderas (a) y valores promedios del grosor de
hoja mostrando una reduccién exponencial con la profundidad.

Figura 33. Variabilidad a lo largo de la hoja (a) y méximos-minimos del grosor
de hoja (b).

Figura 34. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) del grosor
de epidermis.

Figura 35. Variabilidad del grosor de la epidermis en funcion de la irradiancia
dentro del dosel.

Figura 36. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) del area
especifica.

Figura 37. Valores maximos y minimos del &rea especifica.
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Figura 38. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) de la
densidad de hoja.

Figura 39. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) de la
concentracion de pigmentos.

Figura 40. Variabilidad entre praderas (a) y a lo largo de la hoja (b) del
contenido de pigmentos.

Figura 41. a) Comparacion de la irradiancia superficial vs. la irradiancia
promedio en las seis praderas, b) Niveles de irradiancia relativa dentro del
dosel de cada pradera: zona apical, intermedia y base.

Figura 42. Variabilidad del grosor de epidermis en funcion de la irradiancia
dentro del dosel de cada pradera.

Figura 43. Modelo de la respuesta fotoaclimatativa de las hojas de T.
testudinum, determinado en este estudio.

Figura 44. Presencia de cristales de oxalato de calcio dentro de las células
epidérmicas (corte paradermal) de las hojas de Thalassia testudinum.

Figura 45. Cristal de oxalato de calcio dentro de las células epidérmicas de las
hojas de Thalassia testudinum.

Figura 46. Presencia de cristales de oxalato de calcio dentro de las células
epidérmicas (corte paradermal) de las hojas de Thalassia testudinum,
colectadas en la pradera A.

Figura 47. Cortes transversales de las hojas de Thalassia testudinum (a) y
Syringodium filiforme (b, c), describiendo las diferencias en su anatomia
interna.

Figura 48. Protoplastos de a) Thalassia testudinum, b) Syringodium filiforme.

Figura 49. Comparacioén de la variabilidad de la eficiencia de absorcion de luz
de la clorofila a de los protoplastos de T. testudinum y S. filiforme.

Figura 50. Comparacioén de la variabilidad de la eficiencia de absorcion de luz
de la clorofila a de los protoplastos de T. testudinum y S. filiforme versus el
tejido foliar pluricelular de T. testudinum.

Figura 51. Forma y tamafo de los cristales de oxalato de calcio dentro de las
células epidérmicas del pasto marino Thalassia testudinum, reportado por
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Dobbs et al., 2004.

Figura 52. Modelo de la variacion morfologica de las hojas de T. testudinum. 144



11.2 Lista de Tablas.

Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas de las praderas seleccionadas en la
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Tabla 2. Caracteristicas de las hojas blanqueadas y su valor de absorptancia.

Tabla 3. Valores de correlacion de Pearson en funcién de la seccién
transversal de pigmentos (pigmentos por unidad de area).

Tabla 4. Valores de correlacion de Pearson en funcion de la capacidad de
absorcion de luz o absorptancia.

Tabla 5. Probabilidades asociadas a la densidad de pigmentos [mg m™], de
acuerdo a la prueba de comparaciones multiples de Tukey.

Tabla 6. Probabilidades asociadas al cociente carotenoides / clorofila a, de
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Tabla 8. Probabilidades asociadas a la absorptancia [%], de acuerdo a la
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prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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Tabla 15. Probabilidades asociadas al del contenido de pigmentos [mg gPS™],
de acuerdo a la prueba de comparaciones multiples de Tukey. 97

Tabla 16. Descriptores morfolégicos de los protoplastos (células sin pared
celular) de T. testudinum y S. filiforme. 127



11.3 Método de extraccion de protoplastos (preparacién de reactivos).

Solucién antioxidante.

Acido ascorbico 0.1M

Medio pre-plasmolisis estéril.
Se diluy6 Sorbitol (7.28g) en agua de mar estéril a 35.5% (100ml) y se ajusto6 el pH
a 7.8. Posteriormente, se adicion6 Cloruro de Calcio (CaCl,, 0.0555g). La mezcla

se esterilizd en autoclave (Yamato SE 300) durante 20 minutos a 121°C.

Preparacion de la mezcla de enzimas.
Se diluy6 Sorbitol (3.06g) en 42ml de agua de mar (Sea salts) estéril a 36% y se
ajustd el pH a 5.8. Posteriormente, se agrego celulasa (1%), pectinasa (1.5%) y

hemicelulasa (0.5%).

Solucion de lavado.
Se diluy6 Sorbitol (10.92g) en 195ml de agua de mar natural filtrada y esterilizada,
se ajusto el pH a 7.8 y en seguida se adicion6 Cloruro de Calcio (CacCl,, 0.2229) y

Sacarosa (69).

Gradiente de Ficoll.
Se prepar6 un gradiente de 0, 30 y 35% de Ficoll diluidos en solucién de lavado.

Todos los reactivos empleados en la extraccion de protoplastos son productos de
la Compafiia Sigma-Aldrich, excepto el &cido ascérbico que es de Baker.
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