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Resumen

Las algas endoliticas del género Ostreobium colonizan el esqueleto de los corales
escleractinios y habitan por debajo del tejido coralino vivo. Su crecimiento responde
principalmente a la variacion en la cantidad de luz que puede penetrar dicho
esqueleto y que es necesaria para que realicen la fotosintesis. La pigmentacion del
coral y, en concreto, la densidad de algas endosimbiontes (Symbiodinium spp.) en
el tejido coralino, que absorben entre el 90 y 96% de la luz fotosintéticamente activa
disponible, es el principal factor que altera la cantidad y calidad de la radiacion que
llega a Ostreobium spp. En el presente estudio se analizd, mediante técnicas de
fluorescencia y densitometria Optica, la variacion en la concentracion de Ostreobium
spp. en el esqueleto del coral hermatipico Orbicella faveolata. También se comparo
la variabilidad en el crecimiento de Ostreobium spp. con el patrén estacional de
variacion de la densidad poblacional de Symbiodinium spp. (mayor en invierno y
menor en verano). Asi mismo también se examind la relacidbn entre los
florecimientos de Ostreobium spp. con los cambios observados en las tasas de
calcificacion coralina. Los resultados confirman que el crecimiento de Ostreobium
spp. tiene un patron ciclico anual, con un desfase aparente de 8 meses respecto al
crecimiento vertical del polipo (crecimiento del esqueleto) descrito por el patron de
densidad esqueletal del coral. Estos ocho meses corresponden a una extension
esqueletal equivalente al tamafio del p6lipo coralino (grosor del tejido vivo), lo que
indica que el tiempo requerido para el florecimiento de Ostreobium spp. depende de
la formacién de un nuevo nivel de esqueleto del coral y del desplazamiento del tejido
vivo. Ostreobium spp. crece sobre el nuevo nivel de esqueleto formado,
manteniendo siempre su posicion por debajo del tejido vivo coralino. Una vez
determinado este desfase aparente, el andlisis de la variacion estacional del
crecimiento de algas endoliticas, concluyé que su densidad poblacional se
incrementa durante el verano, con un pico en agosto, el cual coincide con la menor
presencia de endosimbiontes en el tejido coralino. Por contraste, durante el invierno
Ostreobium spp. disminuye fuertemente su densidad, lo que también coincide con
el periodo en el cual Symbiodinium spp. alcanza su maxima densidad poblacional.
Los resultados demuestran que existe un patrén de crecimiento opuesto entre
Ostreobium y Symbiodinium, lo cual es explicado por la competicion que tiene por
luz, y por el efecto de la estacionalidad y los cambios en la pigmentacion del tejido
de coral sobre el crecimiento de Ostreobium spp. Por otro lado, no se observo
ninguna relacién entre los florecimientos temporales que presentd Ostreobium spp.
con la variaciéon en las tasas de calcificacion de O. faveolata. Este resultado es
importante pues no apoya la conclusion de que la presencia de Ostreobium spp. es
un indicador de estrés térmico del coral y/o de episodios de blanqueamiento.
Ostreobium spp. crece estacionalmente en el esqueleto de O. faveolata, por lo que
su presencia forma parte del holobionte. Se requiere de un analisis mas detallado
de los cambios interanuales en la presencia de Ostreobium spp. (cambios en la
densidad de la pigmentacion, y/o grosor de la banda) para poder identificar posibles
indicadores de episodios de estrés térmico y/o blanqueamiento.



Introduccién

Los corales escleractinios mantienen una simbiosis mutualista obligada con algas
dinoflageladas del género Symbiodinium. Estas algas viven dentro de las células
del tejido coralino, e influyen en muchos aspectos de la fisiologia del coral tal como
en el proceso de calcificacion (Goreau 1959; Muscatine 1990). El esqueleto formado
mediante este proceso proporciona un habitat Unico para muchos otros organismos
que viven en su interior, especialmente para algas clorofitas filamentosas del género
Ostreobium (Jeffrey 1968; Lukas 1974). Estas algas endoliticas crecen
continuamente justo detras de la zona donde se forma el esqueleto del coral y en la
misma direccion de crecimiento del coral. A pesar de que estas algas viven en un
ambiente protegido por la capa de tejido coralino, las condiciones extremas dentro
del esqueleto inducen a requerir adaptaciones especificas por su parte (Shashar &
Stambler 1992). Entre las condiciones extremas se incluyen: a) fluctuaciones
diurnas de pH y concentraciones de oxigeno, dominadas principalmente por los
procesos de fotosintesis y respiracion de Symbiodinium spp. b) intercambio limitado
de solutos y de materia particulada con el ambiente marino, ocurriendo solamente
a través del tejido vivo del coral y ¢) baja radiacion fotosintéticamente activa (PAR=
400-700 nm), que llega al esqueleto después de atravesar el tejido vivo del coral y
ser mayormente absorbida por las algas simbiontes. La disminucién del PAR es muy
importante incluso a baja pigmentacién del tejido coralino, y esto es consecuencia
de que los corales escleractinios son unos de los colectores de luz més eficientes
de la naturaleza (Enriquez et al. 2005). Gracias al esqueleto de carbonato de calcio,
formado por cristales de aragonita, y a un proceso conocido como esparcimiento
multiple que ocurre al interaccionar la luz con las distintas estructuras que forman el
esqueleto, las algas simbiontes son mucho mas eficientes para colectar la luz que
en vida libre, en suspension en la columna de agua. Este incremento de la eficiencia
de absorcion se ha estimado que puede ser entre 2 y 5 veces dependiendo de la
pigmentacion del coral (Enriquez et al. 2005). Gracias a estas propiedades 6pticas,
los corales consiguen colectar hasta el 93-95% de la luz incidente, con contenidos

de pigmentos hasta 10 veces menores a los de una hoja de una planta terrestre
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(Enriquez et al. 2005). Es por esto que Ostreobium recibe solo entre el 0.1% vy el
2% del PAR incidente (Halldal 1968; Schlichter et al. 1997; Magnusson et al. 2007),
lo que limita fuertemente su crecimiento (Kanwisher & Wainwright 1967). No
obstante la pigmentacion del coral y el contenido de simbiontes en el tejido coralino
es muy variable y depende de las condiciones ambientales (Fitt et al. 2000). Durante
la fotoaclimatacion a diferentes condiciones de luz en algunas especies de corales
la densidad de pigmentos pueden incrementar hasta 5 veces (Falkowski & Dubinsky
1981; Dubinsky et al. 1990). Estos cambios resultan principalmente de variaciones
del contenido de pigmentos por células sin mayor modificacion en la densidad de
células, segun estudios que describen la respuesta de Stylophora pistillata. Por el
contrario, al aumentar la disponibilidad de nutrientes los corales experimentan
similares incrementos en densidades de clorofila a, pero a consecuencia de la
proliferacion de los simbiontes (Muscatine 1989; Dubinsky et al. 1990). Ademas de
estas variaciones dependientes de la luz y la disponibilidad de nutrientes, hay
variaciones de la pigmentacion del coral asociadas a la estacionalidad, siendo
durante el verano cuando usualmente se presentan las mas bajas densidades y
contenido de pigmento y por otro lado durante la temporada mas fria del afio es
cuando presentan las densidades mas altas. La estacionalidad esta determinada
por las variaciones de la luz y la temperatura del agua de mar (Fitt et al. 2000). Al
disminuir la pigmentacion del coral, una cantidad mayor de luz puede penetrar en el

esqueleto y alcanzar la zona en la que vive Ostreobium spp.

No obstante, la mayor variacion en la totalidad de luz que llega a Ostreobium spp.
es debido a una reduccién dramatica de densidades de células de Symbiodinium
spp. ocasionada por el blanqueamiento coralino (lglesias—Prieto et al. 1992, Hoegh-
Guldberg 1999, Colombo-Pallota et al. 2010). El blanqueamiento es un fendbmeno
gue se ha descrito como la disrupcién de la relacion simbiotica entre las algas
simbiontes y su hospedero (Iglesias-Prieto et al. 1992; Hoegh-Guldberg 1999), el
cual es una respuesta generalizada del estrés derivado de diferentes factores
ambientales, pero hay una clara asociacién con anomalias térmicas por encima del
promedio de temperatura maxima del verano (Hoegh-Guldberg 1999). Aunque la
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radiacion solar tiene una influencia significativa en la severidad del blanqueamiento
(Lesser 2011), el aumento de la temperatura del agua se ha reconocido como su
principal causa en océanos tropicales (Hoegh-Guldberg 1999). El blanqueamiento,
por lo tanto, representa los efectos negativos del incremento de la temperatura del
agua por encima de la maxima de verano regional, tal como la disminucion en la
tasa de calcificacion coralina (Goreau & Macfarlane 1990; Rodriguez-Roman et al.
2006; Wérum et al. 2007; Colombo-Palotta et al. 2010) lo cual es consistente con el
decremento en la capacidad fotosintética de los endosimbiontes durante el
fendbmeno, como fue reportado por Rodriguez-Roman et al. (2006) en corales de la
especie Orbicella faveolata (= Montastraea faveolata, sensu Budd et al. 2012).
Dependiendo en la severidad del estrés térmico, el blanqueamiento puede ser un

fendmeno reversible 6 puede conducir a la muerte.

No obstante, Ostreobium spp. es capaz de sobrevivir a una exposicion de radiacion
prolongada (Schlichter et al. 1997) y, ademas, durante un aumento de irradiancia
en el esqueleto del coral, es capaz de fotoaclimatarse y ajustar su actividad
fotosintética mediante la optimizacion de su pigmentacion (Fork & Larkum 1989). El
incremento de la disponibilidad de luz da lugar a un incremento considerable de la
biomasa de Ostreobium spp. cerca de la superficie del coral, llegando a formar una
banda verde visible desde el exterior (Schlichter et al. 1997; Fine & Loya 2002). Este
florecimiento de Ostreobium spp. durante un evento de blangueamiento permite
reducir la reflectividad del esqueleto de coral, y el fendmeno del esparcimiento
multiple (multiple scattering), por lo que reduce el exceso de radiacidén en el tejido
blanco y permite unas condiciones mas favorables para la recolonizacion del tejido

por los simbiontes sobrevivientes (Rodriguez-Roméan et al. 2006).



La banda verde de Ostreobium spp. que llega a ser visible desde el exterior, se
dispone paralelamente a la superficie del coral extendiéndose desde 1 hasta 5 mm
por debajo de la zona del tejido vivo en la que se encuentran los pélipos, como lo
demostraron Le Campion-Alsumard y colaboradores (1995; fig. 1), quienes también
sugirieron que estas proliferaciones suceden en periodos de crecimiento coralino
lento. Anteriormente, Highsmith (1981) habia planteado que tales aumentos algales

dependian del mejoramiento de las condiciones de crecimiento.

Tejido coralino

Banda de algas endoliticas

Figura 1. Localizacion de la banda de Ostreobium spp. en el esqueleto coralino (Modificado de
Ralph et al 2007)

El esqueleto de coral tiene un gran potencial de conservacion, segun Ingalls y
colaboradores (2003), pudiera contribuir a la preservacién de materia organica tal
como la clorofila a. Debido a la restringida difusioén y anoxia del esqueleto, asi como
a la precipitacion de CaCOs en filamentos de algas, se pudiera proteger al pigmento
de la degradacion. Es por esto, que cada banda formada de Ostreobium spp. en el
esqueleto deja su huella a lo largo del crecimiento del coral, y al no tener contacto
con el exterior, se mantiene pigmentada sin degradarse (fig. 2). Sin embargo, solo
la méas superficial refleja el crecimiento vivo de Ostreobium spp., las otras bandas
contienen clorofila todavia no degradada de dichas algas en el momento de su
crecimiento (Kanwisher & Wainwright 1967; Lukas 1974).



Bandas de algas endoliticas

Figura 2. Corte del esqueleto de Orbicella faveolata mostrando las bandas verdes continuas.

La presencia de clorofila a como pigmento fotosintético en Ostreobium spp. es lo
que les da el color (Jeffrey 1968), por lo que su distribucion a lo largo del esqueleto,
asi como su densidad, se han podido deducir mediante técnicas de fluorescencia
(Maxwell & Johnson 2000). La fluorescencia entrega informacién para entender
como se esta usando la energia absorbida por la clorofila. Durante la absorcion de
luz en el proceso de fotosintesis, la energia absorbida es utilizada mayormente para
el trabajo quimico, otra parte se disipa como calor y en menor grado re-emitida como
energia luminosa de menor energia (fluorescencia). Esta distribucion de la energia
ocurre simultdneamente, de tal forma que la disminucién en la eficiencia de uno de
ellos, resultard en el incremento de los otros dos (Maxwell & Johnson 2000). La
fluorescencia basal (Fo) es la que emite la clorofila sin excitacion por la luz. Asi, la
distribucion y cantidad de pigmentos fotosintéticos puede ser inferido con la
medicion de Fo (Ralph 2007).

Se sabe que el 98% de los corales hermatipicos contienen algas Ostreobium spp.,
(Le Campion-Alsumard et al. 1995), tal es el caso del coral masivo Orbicella
faveolata, uno de los principales constructores arrecifales del Atlantico Oeste
(Goreau 1959; Knowlton et al. 1992). Las caracteristicas de crecimiento de este
género se han utilizado para estudiar cambios ambientales tanto locales como
globales (Dodge & Lang 1983), ademas de ser comunmente usadas en estudios
esclerocronolégicos (Carricart-Ganivet & Gonzales-Diaz 2009). Se ha demostrado
gue la calcificacion se incrementa durante los meses mas calidos del afio en las
especies de este género (Carricart-Ganivet 2007), dando como resultado
estructuras mas gruesas y esqueletos mas densos que los construidos durante los

meses mas frios (Davalos-Dehullu et al. 2008).



Justificacion

Al igual que en otros ecosistemas, la respuesta de los organismos en los arrecifes
de coral a los cambios del medio ambiente ha sido el foco de atencion de una amplia
gama de investigaciones, ya que estos cambios se reflejan y son registrados en los
patrones y ritmos de crecimiento de los organismos, por lo que pueden ser de gran

interés para el conocimiento cientifico.

La luz es uno de los recursos mas importantes para el ecosistema arrecifal
(Muscatine 1990). Asi, la radiacién solar es la fuente de energia clave que regula
directamente la capacidad de crecer de los organismos fotosintéticos. Sin embargo,
muchas veces estos viven en condiciones de poca iluminaciébn o que pueden

obstaculizar su captacion por competicién con otras especies.

Por otro lado, los esqueletos de los corales escleractinios son los colectores de luz
mas eficientes en la naturaleza (Enriquez et al. 2005), debido a que su estructura
permite aumentar la probabilidad de que un fotdén sea absorbido por los simbiontes
al aumentar su paso Optico dentro del tejido. Sin embargo, la variacion en la
pigmentaciéon y en la micro estructura del esqueleto afecta también a la trasmision

de la luz hacia el interior.

Lo anterior sugiere que la variacion en el crecimiento de Ostreobium spp. se vera
muy afectada por los cambios de la pigmentacién del tejido del coral, por lo que
pudiera ser un buen indicador de estos cambios a escala interanual. Variaciones en
el contenido de clorofila a, pueden seguir presentes en el esqueleto incluso después
de transcurrir cientos de afios (LeCampion-Alsumard et al. 1995). Sin embargo poco
se sabe todavia acerca de estos cambios interanuales de Ostreobium spp, y de si
pueden reflejar sus patrones de crecimiento estacional eventos climaticos

relacionados con el estrés térmico y el blanqueamiento de coral.



Objetivos

Objetivo general

Describir el patrén de concentracion de algas endoliticas del género Ostreobium en

el esqueleto del coral hermatipico Orbicella faveolata.

Obijetivos especificos

e Desarrollar una técnica de deteccion de la concentracion de Ostreobium spp.
a partir de la fluorescencia de la clorofila a de las algas, en esqueletos del

coral hermatipico Orbicella faveolata

e Identificar patrones estacionales y anuales en la concentracion de

Ostreobium spp. en el esqueleto de O. faveolata

¢ Identificar la relacion entre los florecimientos temporales de Ostreobium spp.
con periodos de estrés térmico coralino, utilizando las tasas de calcificacion

esqueletal coralina.

Hipotesis
El crecimiento de algas del género Ostreobium esta favorecido por el incremento de
radiacion solar que penetra en el interior del esqueleto del coral Orbicella faveolata

como consecuencia de la disminucién de las densidades de endosimbiontes en el

tejido durante el verano o por estrés térmico.



Metodologia

Obtencion de muestras

Se seleccionaron 10 colonias del coral O. faveolata del Parque Nacional Arrecife
Puerto Morelos, ubicado frente al poblado de Puerto Morelos en el Estado de
Quintana Roo, entre los 20°50’ y 20°49’ latitud norte y 86°53’ y 86°52’ longitud oeste
(fig. 3). Mediante buceo autébnomo, de cada colonia se obtuvo un nucleo de 3 cm de
diametro y ~20 cm de longitud, cortado a lo largo del eje principal de crecimiento,
usando un taladro neumatico de mano integrado a un barril con filo diamantado. Al
hueco producido en el coral se le insertd una bola de polietileno para prevenir la
bioerosién por organismos y para la recuperacion de las colonias coralinas (Worum
et al. 2007). Una vez obtenidos los nucleos se colocaron instantaneamente en
bolsas de plastico negras, para evitar la degradacion de la clorofila a por causa de
la radiacion solar, posteriormente se trasladaron directamente al laboratorio para

ser analizados.
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Medicién y andlisis de fluorescencia basal (Fo)

Una vez en el laboratorio se estandarizo la técnica de fluorescencia de clorofila a
por medio de un fluorometro sumergible (Diving-PAM, Heinz Walz, Efferltrich,
Alemania) para detectar la magnitud de concentracion de Ostreobium spp., segun
la variacion de los cambios en la sefal de fluorescencia del esqueleto coralino.
Primeramente se calibro la sefal utilizando como base una hoja vegetal. Una vez
calibrada, se midié la fluorescencia basal a lo largo de cada nucleo desde el exterior
(tejido vivo) hasta la zona mas profunda del esqueleto. Para la medicion se utilizd
una fibra optica de 1 mm de diametro, acoplada a un escaner y colocada a una
distancia constante sobre el ndcleo (fig. 4). La fibra 6ptica se desliz6 a una velocidad
constante de 25 cm min! para estimar la posicién en el esqueleto de la variabilidad
de la fluorescencia basal (Fo). Las mayores intensidades de la sefial de
fluorescencia reflejaron las zonas de mayor concentracion-crecimiento algal. Al
iniciar cada medicion se ajusto la sefial manteniéndola unos segundos justo en el
tejido vivo coralino para la identificacion del mismo y de la variacién debido a la
sensibilidad de la fibra. Este procedimiento se repitié en 8 puntos diferentes de cada
nacleo a lo largo de su perimetro para obtener una mayor resolucion de la
variabilidad de la banda de Ostreobium spp en tres dimensiones. De las 8
mediciones resultantes se selecciond la que ofreci6 mayor congruencia con el
registro fotografico respectivo de cada sitio de medicion en cada nuacleo (fig. 5). A
las mediciones seleccionadas de cada nucleo se les realiz6 un suavizado de los
datos con una media mévil de 1 milimetro de distancia para eliminar ruido provocado

por la sensibilidad de la fibra.

Figura 4. Medicién de fluorescencia. (A) Fluorometro Diving-PAM. (B) Fibra éptica acoplada a un

escaner.
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Figura 5. Serie de medicién de Fo seleccionada con base en el registro fotografico.

De cada serie suavizada de medicidn de Fo se seleccioné un segmento que tuviera
una extensiéon minima de 4 cm para aplicar una descomposicion de modo empirico
mediante el software MATLAB 7.3.0, con la técnica descrita por Huang y
colaboradores (1998), técnica empleada para descomponer un espectro dado en un
conjunto de sefiales denominadas “funciones de modo intrinseco” mediante la
aplicacion de la transformada de Hilbert, que en su conjunto representan el 100%
del espectro original. Los segmentos se seleccionaron con base en la eliminacion
de los aumentos considerables de la sefal que pertenecen a florecimientos algales,
que fueron comparados y observados claramente en el registro fotogréafico
correspondiente, esto se realizé para eliminar el posible ruido que generarian dichos
florecimientos en el crecimiento estandar de las algas al considerarse como
esporadicos. Este procedimiento se realiz6 utilizando la distancia entre la superficie
del nucleo y el inicio y final de cada segmento a utilizar.

De las funciones de modo intrinseco resultantes, se sumo la cantidad de dichas
funciones que representaron mas del 85% del espectro original para eliminar la
mayor cantidad de sefial provocada por ruido. Al espectro resultante de la suma de
las funciones se le realiz6 un Andlisis Espectral Simple por medio del software
kSpectra Lite 3.4, el cual proporciona informacion sobre la distribucion de las

frecuencias que componen cada espectro y sus respectivas amplitudes.
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Cronologia densitométrica y tasas de calcificacién esqueletal

De cada nucleo de O. faveolata, se obtuvo una laja de ~7 mm de grueso con una
sierra de filo diamantado para cortar roca, lubricada con agua. Cada laja fue lavada
con agua dulce y secada al aire. Una vez secas, a cada una se le tom6 una
radiografia para estimar la variacion de la densidad de las bandas anuales de
crecimiento (Knutson et al. 1972), usando un equipo radiografico convencional (GE
Hungay Rt. Medical Systems). En cada radiografia se incluyeron: (1) una barra de
aluminio para corregir el efecto tacon, que es una variacion de intensidad de los
rayos X a lo largo del eje catodo-anodo; y (2) una cufia de aragonita como estandar,
para obtener los valores de densidad absoluta en las lajas coralinas (Carricart-
Ganivet y Barnes 2007). Las radiografias fueron digitalizadas a 75 dpi mediante un
digitalizador Kodak DirectView Classic CR System y en ellas fueron identificadas las
bandas de crecimiento anuales con la técnica empleada por Carricart-Ganivet y
Barnes (2007) para revelar el patron densitométrico en funcion de la distancia a la
superficie de la colonia. Cada pico maximo correspondi6é a la época del afio de

temperaturas mas altas del agua (fig. 6).

Densidad (g cm?)
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Figura 6. Densitometria esqueletica en funcion de la distancia.

Siguiendo el protocolo Nivel | de CARICOMP (Rodriguez-Martinez et al. 2010) y
midiendo temperaturas diariamente a una profundidad de™ 2.5 m en la laguna
arrecifal del Parque Nacional Arrecifes de Puerto Morelos, el Servicio de
Oceanografia y Meteorologia de la Unidad Académica de Sistemas Arrecifales,
ICMyL, UNAM, gener6 una base de datos de medias mensuales y anuales de la

temperatura superficial del mar de septiembre de 1992 a mayo de 2011 (fig. 7).
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Figura 7 Serie de temperatura durante el periodo 1992-2011

Se realizé un cotejo para cada serie de variacion de la densitometria comparandola
con la variacién de la temperatura superficial del agua para realizar el fechado
correspondiente a cada pico de densidad. Esto asumiendo que las temperaturas
mas altas son el principal factor que determina el desarrollo de las bandas de alta
densidad (Carricart-Ganivet 2011). Este método permite corregir los errores y

obtener una cronologia mas precisa con base en el fechado de la temperatura.

Para la determinacion de la tasa de extension anual, se estimo la distancia entre
dos disepimentos contiguos. Los disepimentos son microplacas delgadas
horizontales que se construyen periddicamente como base de cada poélipo; (Dodge
et al. 1992). La formacion de cada disepimento en el género Orbicella esté ligada al
ciclo lunar anual (Davalos-Dehullu et al. 2008; Winter & Sammarco 2010), por lo
tanto, conociendo la extension del crecimiento vertical del pdélipo en un afio
(elongacioén) o en un periodo conocido y dividiéndolo entre la suma de las lunas
llenas que se presentaron durante ese periodo se obtiene una medida de la
extension vertical del pdlipo (crecimiento) para cada afio, que corresponde con lo
reportado por Cruz-Pifidn y colaboradores (2003). Estos autores indicaron que en
especies de este género la tasa de extensién no cambia sobre el tiempo para un

ciclo anual (fig. 8).
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Figura 8. Serie de densidad vs distancia de una laja de Orbicella faveolata (linea continua) con la

media de temperatura superficial del mar por afio desde 1993 al 2010 (linea punteada).

Se calculd la tasa de calcificacion anual (tasa de depdsito de carbonato de calcio:
gCaCos-cm-afio!) que es el producto de la densidad media anual del esqueleto

depositado y la tasa de extension anual correspondiente (Dodge & Brass 1984):

gCaCOsz-cm2-afio! =cm afio ! x gCaCOs cm™

Relacion entre los florecimientos de algas y las tasas de calcificacion

A los datos de las series de Fo que solamente se les habia aplicado un suavizado,
se les realiz6 una amplificacion, elevando cada dato a la segunda potencia (n?) para
enfatizar los valores maximos. Este método permitido detectar con mayor facilidad
los picos correspondientes a las floraciones algales. Se realiz6 a continuacion un
cotejo entre estas series y las series densitométricas en funcion de la distancia para

localizar el afio de aparicion de cada florecimiento, y asi verificar su correlacion con

las tasas de calcificacion.
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Medicién del caliz del esqueleto

De la laja del nucleo No.10 de O. faveolata se midio la profundidad de varios calices
en el esqueleto mediante un microscopio estereoscopico, para obtener una medida

promedio de caliz.

Resultados

Fluorescencia basal

Se analizaron de forma individual los 10 nucleos colectados de O. faveolata.
Durante el analisis de las sefales de Fo de clorofila a se observo que 9 de las 10
lajas contenian por lo menos un pico de incremento evidente en la sefial con los
datos amplificados (n?) en ~16 cm de distancia a partir del tejido y que todos ellos
correspondian a bandas verdes visibles a simple vista en cada nucleo,
correspondiendo a concentraciones significativas de algas endoliticas, en
momentos concretos del crecimiento de la colonia (Anexo 1). En la muestra No. 5 se
observé la mayor cantidad de estos picos con un total de 7 y solo la laja No.10 no

mostro ningn aumento considerable de la sefial de Fo.

Por lo anterior, solo 5 perfiles con la variacion de Fo fueron rescatables para realizar
el Andlisis Espectral Simple (Muestras No. 1, 2, 3, 9, 10), ya que la extension de los
segmentos de los perfiles que no presentaron incrementos considerables en la
sefal, fue la adecuada para efectuar el analisis. Dicho analisis reveld que cada
espectro estd compuesto de una variedad de frecuencias, cada una de diferente
intensidad, siendo en todas las ocasiones la frecuencia mas baja (~0.005) la que
posee la mayor amplitud (fig. 9). Comparando el periodo de cada una de estas
frecuencias minimas con la extension esqueletal correspondiente para cada
muestra, se observa que existe un patrén periédico de la concentracion de
Ostreobium spp. que se repite aproximadamente cada ciclo anual de crecimiento
coralino (Tabla 1).
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Figura 9. Espectros correspondientes a las muestras 1= a), 2= b), 3= ¢), 9= d) y 10=e). Segmentos

de los espectros utilizados para el analisis indicado de color negro y serie original de fluorescencia

en color gris (der). Diversificacion de frecuencias, teniendo un nivel de confianza del 95% vy el

porcentaje explicado con el punto de mayor amplitud es superior al 85% (izq.).
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Tabla 1. Resultados del analisis espectral simple de la sefial de fluorescencia en relacién a la

extension coralina.

No.de Extensiéon Periodo

Muestra (mm afio!) Frecuencia (mm afio™)

1 8.2 0.005 7.8
2 8.8 0.005 7.8
3 8.1 0.004 9.9
9 6.6 0.009 4.4
10 6.0 0.005 7.8
Media 7.54 7.54

Para determinar algun desfase entre el crecimiento de Ostreobium spp., y el
crecimiento de coral, se eligié el espectro completo de la laja numero 10, puesto
gue no presento ningun aumento considerable de la sefial de Fo. De las series tanto
de densitometria como de Fo se fecharon los picos maximos y minimos anuales en
relacion a la cronologia de temperatura, en funcién de la distancia, considerando
que los picos maximos de densidad corresponden a los picos maximos de
temperatura. Una vez que se obtuvo dicho fechado, se relativizaron los picos
maximos al valor maximo y los picos minimos al valor al minimo de la respectiva
serie. Se realizd una interpolacién entre maximos y minimos para posteriormente
efectuar una correlacion cruzada entre las dos series de tiempo. De las
correlaciones obtenidas resulté que existe un desfase entre la densidad y la Fo
correspondiente a 8 meses de crecimiento (fig. 10). Considerando que 12 meses
representan un crecimiento de 5.6 mm en la muestra analizada, los 8 meses del

desfase representan una extension esqueletal de 3.7 mm.
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Figura 10. Correlacién cruzada mostrando el desfase de 8 meses entre la serie densitométrica y de

Fode la muestra 10.

Teniendo en cuenta este desfase, se estim6 una media por mes tanto de densidad
esqueletal como de Fo para la misma muestra corrigiendo los 8 meses del desfase.
Se determin6é también, a partir de los datos de Fitt y colaboradores (2000), la
densidad de Symbiodinium en O. faveolata para cada mes, con una media de las 3
profundidades reportadas por estos autores. Con todos los datos se generd un
modelo de crecimiento anual. El mes que mostro la maxima concentracion de
endoliticas fue agosto, justo el mes de mayor densidad esqueletal y menor densidad
de endosimbiontes en el tejido de O. faveolata. Ambos descriptores, concentracion
de algas endoliticas y la densidad esqueletal disminuyen al incrementarse en

invierno la densidad de endosimbiontes (fig. 11).
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Andlisis esclerocronoldgico de las bandas de densidad y tasas de calcificacion
anual del esqueleto de Orbicella faveolata

Se realizé el fechado retrospectivo de las bandas de densidad coralina de cada laja
abarcando un periodo de 18 afios (2010-1993), aunque las lajas no. 1, 3,y 4

contenian un registro para solo un periodo de 17, 16 y 11 afios respectivamente.

La tasa media de calcificacion obtenida fue de 1.00 g cm afio* con una desviacion
estandar de 0.06, teniendo el valor maximo y un minimo de 1.15y 0.88 g cm? afio

1, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de densidad, extension y calcificacién de la especie para cada afio y su desviacion

estandar.
Tasa de

Densidad Extension Tasa de

esqueletal esqueletal Calcificacion
Afo (g cm d) (mm afio™?) (g cm™ afio™?)
2010 1.50 + 0.41 78 + 15 1.15 + 0.31
2009 1.44 + 0.32 72 £ 1.4 1.03 + 0.25
2008 1.41 + 0.33 72 + 1.4 1.00 = 0.25
2007 1.36 £ 0.27 7.8 £ 1.5 1.04 + 0.19
2006 1.40 + 0.35 72 + 1.4 0.98 + 0.21
2005 1.47 £ 0.29 72 £ 1.4 1.04 + 0.20
2004 1.41 + 0.38 78 + 15 1.08 + 0.27
2003 1.38 + 0.36 72 £ 1.4 0.98 + 0.28
2002 1.37 + 0.36 78 + 15 1.06 = 0.30
2001 1.36 £ 0.35 72 £ 1.4 0.97 + 0.26
2000 1.38 + 0.33 72 + 1.4 0.97 + 0.21
1999 1.39 £ 0.23 76 £ 1.4 1.04 + 0.19
1998 1.38 + 0.32 72 + 1.4 0.95 + 0.21
1997 1.31 + 0.24 70 £ 1.3 0.91 + 0.23
1996 1.33 + 0.25 76 + 1.4 1.01 + 0.22
1995 1.25 + 0.28 70 £ 1.3 0.88 + 0.26
1994 1.37 + 0.30 75 + 1.4 1.02 + 0.28
1993 1.42 + 0.25 6.7 £ 1.3 0.95 + 0.24
Media 1.39 + 0.06 7.3 £ 0.3 1.00 + 0.06
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Relacion entre florecimientos de algas endoliticas y calcificacién esqueletal

Tomando en cuenta el desfase encontrado entre el crecimiento de las algas
endoliticas y el del coral, se adapté la cronologia de las medidas de fluorescencia
con la densitometria y las tasas de calcificacion de cada muestra. Se observo
entonces que los florecimientos algales de las 9 muestras que los presentaron,
ocurrieron durante todos los afios del periodo analizado (1993-2011) sumando una
cantidad de 36 picos maximos (Tabla 3; Anexo ). La mayor frecuencia de estos
florecimientos se observaron en el afio 2010 ya que se encontraron en 5 de las
muestras. Del total de picos maximos un 52.78% se encontraron en los afios que

obtuvieron una tasa de calcificacion por debajo de la media para cada muestra.

Tabla 3. Presencia de florecimientos de algas endoliticas en el periodo 1993-2011.

Muestras
Ao 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2011 X

2010 X X X X X
2009 X X X

2008 x X X
2007 X X
2006 X

2005 X X

2004 X X X
2003 X

2002 X

2001 X

2000 X
1999 X X

1998 X X
1997 X

1996 X

1995 x X X
1994 X X
1993 X
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Asimismo, después de analizar a detalle cada pico de florecimiento, en un esfuerzo
por definir algan patron de aparicion asociados a las bandas de alta o baja densidad
coralina, lo cual pudiera indicar una preferencia estacional en el crecimiento de las
algas endoliticas, se concluy6 que no existe ninguna preferencia, ya que un 52.78%

correspondieron a las bandas de baja densidad.

Discusion

En primer término, la técnica empleada de medicion de la sefial de fluorescencia
basal (Fo) de clorofila a resultd muy util para describir los cambios en la
concentracion de Ostreobium spp. a lo largo del nucleo coralino. Esta aseveracion
estd apoyada por Ralph y colaboradores (2007) quienes muestran que las
propiedades espectrales y densidad de pigmentos de algas endoliticas estan
fuertemente correlacionados con los indices fotosintéticos evaluados por
fluorometria. Asi, en el presente estudio, los picos maximos de la sefal de
fluorescencia, detectan las bandas de florecimientos de Ostreobium spp., y
corresponden justo con las zonas verdes visibles, de acuerdo a lo descrito por Le
Campion-Alsumard y colaboradores (1995), quienes sugirieron que las bandas

verdes estan formadas por altas concentraciones de algas endoliticas.

Los datos obtenidos de calcificacion se encuentran entre los descritos para el Caribe
mexicano, ya que concuerdan con los encontrados en Mahahual (0.96 g cm™ year
1) y en Banco Chinchorro (0.97 g cm™ year?!) para la misma especie (Carricart-
Ganivet et al. 2012), obteniendo en el presente estudio una media de 1.00 g cm™

afio®-

Por otro lado, los resultados de este estudio indican un claro patrén anual en el
crecimiento de Ostreobium spp., sobre el crecimiento coralino. El hecho de que se
haya estimado un desfase de ocho meses con el crecimiento coralino (3.7 mm de
extensién esqueletal), que coincide con el tamafio del caliz del pdélipo (3.7 mm),
demuestra que existe un desfase aparente en el tiempo del florecimiento dado por
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la localizacion de las algas en el esqueleto, que es justo debajo del céliz (Le
Campion-Alsumard et al. 1995; fig. 12).

Figura 12. Fotografia de un corte de Orbicella faveolata mostrando la profundidad del caliz (flecha).

El patron anual se explica por los cambios en la pigmentacion del tejido del coral
que permiten un incremento de la penetracién de la radiacion en el esqueleto
coralino en verano, preferentemente durante el mes de agosto (fig. 11B). Esta
variacion estacional se ha relacionado con los cambios de la irradiancia y de la
temperatura del mar (Fitt et al. 2000). El aumento de radiacion estimula la actividad
de la fotosintesis de Ostreobium spp. y su crecimiento. Sin embargo en otofio se va
recuperando la pigmentacién del coral, y la competencia por la luz incidente entre
las algas endoliticas y Symbiodinium spp. permite que Ostreobium spp. se
encuentre poblacionalmente controlada. La densidad de algas endosimbioticas
llegan a un méaximo en el mes de febrero, que coincide con la menor densidad de
Ostreobium spp. debido a la limitacion de la radiacion solar (fig. 11B). El patron
estacional expresado concuerda con los resultados expuestos por Risk y
colaboradores (1987) los cuales indican que coincide el maximo de densidad de
algas endoliticas con el aumento de luz solar durante la estacién seca en la Isla
Lizard, Gran Barrera Arrecifal de Australia.
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Asi mismo, el género Orbicella produce esqueletos mas densos durante los meses
de verano que los construidos durante los meses de invierno (Carricart-Ganivet
2007; Davalos-Dehullu et al. 2008), por lo que se corrobora el patron estacional al
coincidir los valores mas altos de densidad esqueletal con los de endoliticos durante
la misma temporada en el modelo propuesto (Fig. 9). De este modo, se esperaria
que se observara menor crecimiento de endoliticas durante la temporada de verano,
pero sobre la banda de esqueleto que se formé el verano anterior. No obstante las
estructuras endotecales del esqueleto en O. faveolata no varian en la densidad a lo
largo del tiempo (Dévalos-Dehullu et al. 2008), lo que sugiere que Ostreobium spp.
esta delimitada a esta zona por lo que no puede extenderse mas arriba de la base
del pélipo tal como lo menciona Le Campion-Alsumard y colaboradores (1995) los
cuales observaron que en el género Porites las algas endoliticas se encuentran a
no mas de 5 mm debajo de la capa de tejido y en Montipora monasteriata se observo
una similar profundidad (Magnusson et al. 2007). Haciendo una comparacion con
O. annularis que ha registrado mayor concentracion de algas endoliticas en su
esqueleto, la cual puede ser explicada por la baja densidad de pigmentos en el tejido
y con base en los descriptores morfologicos del esqueleto, dado que esta especie
posee tanto el caliz, como la columnela y los septos mas delgados por lo que puede
haber mayor transmitancia de luz en el esqueleto permitiendo el desarrollo efectivo
de dichas algas (Galindo-Martinez 2010).

Por otro lado, no se encontrd relacion entre los periodos de los florecimientos
temporales de Ostreobium spp. y la calcificacion esqueletal. No se observo tampoco
ninguna tendencia entre la presencia de Ostreobium spp. y las bandas de alta o de
baja densidad del esqueleto. La proliferacion de endoliticas se observé en todo el
desarrollo del coral, por lo que no se pudo demostrar alguna preferencia por las
bandas de alta o baja densidad coralina tal como lo reporta Le Campion-Alsumard
y colaboradores (1995) en experimentos con Porites lobata. Sin embargo otros
autores han logrado coincidir los periodos de dichas proliferaciones con alguna

porcién en especifico en la densitometria coralina (Risk et al. 1987; Carilli 2010).
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Aun asi, nuestros resultados requieren de mejores analisis para la interpretacion
exacta de los florecimientos algales. La erosidén por la densidad de algas en las
bandas verdes y la relacion entre la disminucion en la tasa de calcificacion y el
aumento considerable de radiaciéon dado por eventos de blanqueamiento, podria
significar un claro patron inverso entre la concentracién de Ostreoubium spp. y las
tasas de calcificacion. Las algas reducen el 9% del promedio de la densidad
esqueletal anual del esqueleto coralino (Le-Campion et al. 1995), y durante los
eventos de blanqueamiento se presentan disminuciones del 30-50% de la
calcificacion (Colombo-Pallota et al. 2010) debido al estrés provocado por la pérdida

de dinoflagelados simbiontes (Rodriguez-Roméan et al. 2006), lo cual reduce la
clorofila a“ cm hasta 20 veces (Colombo- Pallota et al 2010) y por lo tanto limita la

transferencia de metabolitos de las algas al coral (Iglesias -Prieto et al. 1992). Con
esto ultimo se deduce de que se requiere de una conexion de la actividad de las
algas endoliticas durante su floracién con las endosimbiontes presentes, ya que las
bajas de calcificacion derivan de la disminucién en la capacidad fotosintética de
Symbiodinium spp. (Rodriguez-Roman et al. 2006).

Nuestros resultados confirman la interpretacién de Carilli y colaboradores (2010)
gue sugieren que Ostreobium spp. puede ser un indicador de palidez coralina. Sin
embargo, a pesar de que no se encontraron relaciones significativas entre la
presencia de las bandas de Ostreobium spp. y eventos de blanqueamiento y/o
estrés térmico, no se puede descartar que existan aunque la forma de reconocerlos
requiere de un analisis mas complejo que no se ha podido desarrollar en este

proyecto.
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Conclusiones

La técnica empleada de medicion de la sefial de fluorescencia basal (Fo) mediante
una fibra Optica acoplada a un escaner, se ha mostrado muy util para determinar
cambios en la concentracidn de clorofila a de algas del género Ostreobium a lo largo
del esqueleto del coral Orbicella faveolata.

La concentracion de Ostreobium spp. tiene un patron de crecimiento que
corresponde a un afio de crecimiento coralino.

Dentro del esqueleto de Orbicella faveolata, Ostreobium spp. se encuentra
localizada justo debajo del caliz, lo cual genera un tiempo supuesto de aparicion de
dichas algas con la técnica usada de Fo, que corresponde a un desfase de 8 meses
respecto a la densidad coralina.

El patron anual de crecimiento de Ostreobium spp. responde a la variacion
estacional de Symbiodinium spp. en el tejido coralino, ya que los cambios en las
densidades de endosimbiontes controlan el paso de la radiacién solar hacia el
esqueleto a lo largo del tiempo.

Los florecimientos temporales de Ostreobium spp., en el presente estudio, no
muestra relacion alguna con los periodos de estrés térmico representados por las
bajas tasas de calificacion, sin embargo la tendencia hacia una relacion positiva no
permite extraer ninguna conclusion todavia dejando este objetivo abierto para
clarificarse en posteriores trabajos.
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Anexo 1 Medicion de fluorescencia basal (Fo) de cada nucleo de Orbicella
faveolata

Segmentos de los espectros utilizados para el Analisis Espectral Simple indicado de color negro y
serie original de fluorescencia en color gris. Picos de fluorescencia=bandas verdes de algas

indicados por una flecha (f).
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