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Andlisis morfo-funcional de la relacidén simbiotica esponja-cianobacteria
en la distribucion vertical de Xestospongia muta.

Resumen

Xestospongia muta es una esponja comudn en los arrecifes del Caribe dénde juega un papel
importante como fuente de carbono y nitrégeno inorganico disuelto al filtrar grandes
cantidades de agua, y como remineralizador al establecer relaciones mutualistas con
microoganismos. Una de estas relaciones es una simbiosis obligada con cianobacterias. En
este trabajo se analiz6 el papel de la simbiosis esponja-cianobacteria en el metabolismo
tréfico de X. muta y su relacién con la variabilidad morfologica vy fisiolégica que se observa en
esta esponja, una especie muy longeva y que puede alcanzar grandes tallas. Para ello se
midieron esponjas in situ a distinta profundidad y se extrajeron muestras para determinar su
fotobiologia. Se encontré que estos organismos en conjunto son extraordinariamente
eficientes para absorber la luz, gracias a la dispersién mdaltiple y a una buena transmision de
la luz favorecidas por las espiculas del esqueleto de la esponja; asi como las cualidades del
aparato fotosintético de los simbiontes, los cuales presentan ademas una gran eficiencia
cuantica, cercana al minimo tedrico de la fotosintesis. Por otro lado se determinaron 3
morfotipos basicos de X. muta (cono, barril y copa), los cuales presentan diferencias notables
en la relacion superficie/volumen, reflejados en los balances de heterotrofia/fototrofia. En
conclusion X. muta es mixotrofica, y la contribucion de la simbiosis a su crecimiento y ajuste
ambiental se observa en los cambios de forma (barril y copa), ya que afectan fuertemente al
balance heterotrofia-fototrofia del organismo. Ademas la alta eficiencia con la que absorbe y
utiliza la luz, explica en parte su menor abundancia en zonas someras, y también su amplia
distribucién a lo largo de la zona fética.



1 Introduccién

Las esponjas son un componente importante y altamente diverso de las comunidades
bénticas marinas. Estos organismos pertenecen al grupo de los animales multicelulares més
primitivos (filum Porifera) que aparecieron en el precambrico hace aproximadamente 700
millones de afos. Durante los subsecuentes periodos de la era Paleozoica fueron los
principales constructores de arrecifes (Hooper y Van Soest, 2002) y a pesar de que fueron
posteriormente sustituidos por otros grupos de invertebrados como los Cnidarios, hasta la
fecha contindan siendo elementos importantes de los ecosistemas arrecifales. Una parte
importante de tal éxito ecolégico y evolutivo se debe posiblemente a las intimas asociaciones
que establecen con simbiontes microbianos que segun algunas evidencias comenzaron hace
600 m.a. (Wilkinson, 1984). Dada la posicién basal de las esponjas en el arbol filogenético de
los metazoarios, presumiblemente resultan ser los mas antiguos animales con asociaciones

mutualistas con microorganismos (Taylor et al., 2007).

En esencia, una esponja es una agrupacion de células que funcionan de forma
conjunta y organizada alrededor de un sistema de poros, canales, y camaras por donde se
alimentan y excretan mediante la filtracién y el bombeo de agua (Wilkinson, 1978). Esta forma
de alimentacion y excrecién ayuda a retirar hasta el 90% de las bacterias y entre el 23 y el
63% de los virus que hay en el agua (Carballo et al.,, 2008). Por tanto, las esponjas son
fundamentales para mantener las condiciones de la columna de agua pero también tienen el
potencial de alterarla, asi como de participar en procesos biogeoquimicos costeros claves a
través de su capacidad de filtracion y de modificacién del material en suspensiéon (p.ej.,
digestiébn-mineralizacion de materia organica y/o excrecion de metabolitos secundarios) (Diaz
y Ritzler, 2001). Si bien la heterotrofia es la forma comdn del metabolismo del carbono en el
filum Porifera, las esponjas, particularmente aquellas de regiones tropicales, también han
desarrollado formas de vida fototréfica gracias al establecimiento de relaciones mutualistas

con microorganismos fotosintéticos, tales como las cianobacterias (Taylor et al., 2007).

Actualmente las esponjas son un componente importante de las comunidades
arrecifales coralinas ya que cumplen funciones claves a través de sus interacciones con la
columna de agua y con el ciclo de nutrientes; ademas juegan un papel muy importante en
bioerosion y también contribuyen a la produccion primaria como resultado de sus

asociaciones simbidticas con microbios. Son en definitiva importantes proveedores de



alimento y habitat para una amplia gama de organismos (Diaz y Rutzler, 2001). Las especies
de esponjas que establecen asociaciones con simbiontes fotosintéticos ocupan un nicho
ecoldgico similar a los corales escleractinios, sin embargo, su distribuciéon en profundidad es
mas extensa y ademas son capaces de establecer y mantener una variedad mas amplia de

relaciones simbidticas (Usher, 2008).

Las cianobacterias suelen ser el grupo mas importante de simbiontes fotosintéticos en
las esponjas. Estos simbiontes les proporcionan los fotosintetatos en forma de glicerol y
fosfato organico (Wilkinson, 1979), aportando mas del 50% de las demandas energéticas y
hasta el 80% de sus requerimientos de carbono (Wilkinson, 1983; Cheshire et al., 1997). Sin
embargo, algunas cianobacterias también pueden beneficiar a la esponja a través de la
fijacion del nitrégeno atmosférico y de metabolitos secundarios que funcionan como
mecanismos de defensa (Sara et al.,, 1998). Estos posibles beneficios que obtienen las
esponjas de las cianobacterias explicarian el incremento de sus tasas de crecimiento y
habilidad competitiva (Erwin y Thacker, 2008). Por su parte, las esponjas les proporcionan a
las cianobacterias resguardo y nutrientes esenciales que son productos de su metabolismo
(Wilkinson y Fay, 1979).

Aunque las cianobacterias pueden abarcar del 25 al 50% del volumen celular de la
esponja (Rutzler, 1990), se conoce poco todavia acerca del intercambio metabdlico y de las
interacciones ecoldgicas y fisiolégicas entre las esponjas y estos simbiontes (Taylor et al.,

2007). Menos se sabe las implicaciones que tiene su morfologia en estas interacciones.

Entre los estudios fisiolégicos destacan los realizados por Wilkinson y colegas
(Wilkinson, 1983; Wilkinson y Trott, 1985), quienes clasificaron en dos tipos a las
cianoesponjas: las “Fototrofas” y las “Mixotréficas”. Las fotétrofas se caracterizan por tener
mayores relaciones  superficie/volumen, reflejadas también en una relacion
fotosintesis/respiracion (P:R) mayor a 1.5, por lo que la mayoria de sus requerimiento
energéticos son satisfechos por la fotosintesis de sus simbiontes. Por otro lado, las
“mixotréficas”, tienen una razén superficie/volumen menor y dependen del alimento
heterotréfico para satisfacer mas de la mitad de sus demandas energéticas. En estos y otros
estudios se destaca el papel de morfologias planas en la fisiologia de las esponjas fototroficas
al optimizar la recepcion y colecta de la luz por sus simbiontes fotosintéticos (Cheshire et
al.,1997; Sara et al.,1998), lo que confirma el importante papel regulador de la forma de la
estructura fotosintética y la luz en el metabolismo fotosintético para regular la autosombra de

los pigmentos (Enriquez et al., 1996). Entre los pocos estudios morfo-funcionales, se

3



encuentra el de Brumer et al. (2008), que sefialan y demuestran la funcién que tienen las
espiculas de silice en forma de embudo de la esponja marina Tethya aurantium para
transmitir eficientemente la luz hacia el interior de la esponja, donde se han encontrado

organismos fotosintéticos.

Por otro lado, la habilidad de las cianobacterias para fotosintetizar a muy bajas
irradiancias (1% de la luz en superficie) permite a estos simbiontes crecer exitosamente a
través de la matriz de algunas cianoesponjas y permite a la esponja hospedera utilizar un
amplio rango de campos luminicos (Usher, 2008). La méxima profundidad a la cual las
cianoesponjas son capaces de sobrevivir no se conoce con exactitud ya que estos estudios
han recibido hasta la fecha poca atencion. Sin embargo, Wilkinson y Vacelet (1979) han
reportado la presencia de la cianoesponja Chondrilla nucula a 55 m y Usher (2008) ha
encontrado cianobacterias filamentosas en otra cianoesponja, Geodia sp. a 82 m en
Ningaloom Australia. Wilkinson y Trott (1985) reportaron que las cianoesponjas fototréficas
son mas prevalentes por encima de los 40 m en Davies Reef (en la Gran Barrera Arrecifal
Australiana), es decir en areas donde hay mas del 5% de la irradiancia superficial,

registrandose mayores abundancias a 20 m.

Para este estudio se eligié a la esponja de barril Xestospongia muta, la cual es un
conspicuo y abundante miembro de la comunidad benténica arrecifal del Caribe. Debido a su
tamafio y abundancia es considerada como una especie emblemaética del sistema arrecifal del
Caribe y ha llamado la atencién de buzos, pescadores y cientificos. Entre los rasgos mas
destacables sobresale su caracteristica coloracion rojiza-café, la cual se debe a la simbiosis
obligada que presenta con cianobacterias fotosintéticas que viven en una capa superficial de
la esponja (Steindler et al., 2005). Sus notables tallas que logran alcanzar (record) 2.5 m de
diametro, (Nagelkerken et al., 2000) reflejan también su gran longevidad (= 2000 afios,
McMurray et al., 2008) y gran capacidad para filtrar grandes volimenes de agua de mar. Se
ha reportado que un individuo de X. muta con un volumen de 81 litros es capaz de filtrar
28800 litros por hora, lo que equivale a casi 6 veces su volumen corporal por minuto (Fiore et
al., 2012). Ademés, sus poblaciones presentan una amplia distribucién vertical,
encontrdndose desde los = 8 m hasta mas de 70 m. Estas caracteristicas hacen a X. muta
una especie clave para el acoplamiento pelagico-benténico de los mares tropicales del Caribe
(Diaz y Rutzler, 2001).

Desgraciadamente, esta emblemética especie esta siendo afectada por fenbmenos de

blanqueamiento, los cuales se han reportado en varios sitios del mar Caribe (Vicente, 1989;
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Nagelkerken, 2000; Pawlik, 2005; Cowartet al., 2006; Lépez-Legentil, 2008). En algunos
casos, este blanqueamiento culmina en la muerte del organismo y en otros es un fenébmeno
ciclico (Pawlik, 2005; Cowartet al., 2006). Sin embargo, a pesar de los multiples estudios se
desconocen todavia las causas fisioldégicas que explican esta respuesta de blanqueamiento.
Profundizar en este tema requiere también del estudio de esta especie como un holobionte
fotosintético.

Entre los estudios previos realizados en Xestospongia muta resaltan los realizados por
McMurray et al. (2008). Estos autores realizaron un modelo de crecimiento para esta especie,
calculando con ello la edad de sus poblaciones en los cayos de Florida. Para esto realizaron
mediciones morfolégicas (diametro del dsculo, didmetro basal de la esponja, diametro basal
del 6sculo, altura de la esponja y altura del 6sculo) durante 4.5 afios. Entre sus resultados
mas destacables, encontraron que la tasa especifica de crecimiento disminuye con el
incremento de la talla de la esponja y que la morfologia de la esponja cambia de una forma de
cono a una forma cilindrica o de barril a medida que el tamafio del organismo—volumen-

incrementa.

En base a lo anterior, el interés de este estudio es determinar si este cambio
morfolégico sigue un patrén de crecimiento fijo (ontogénico) en el individuo o resulta de un
ajuste morfo-funcional a la variacion ambiental. El caracter obligado de esta simbiosis invita a
hipotetizar que este ajuste morfo-funcional ha de tener un importante control ambiental y la luz
debe jugar en él un papel central para optimizar el metabolismo fotosintético del holobionte.
La morfologia de los productores primarios, especialmente las relaciones superficie/volumen y
grosor de la estructura fotosintética, juegan un papel fundamental en la regulacién de la
eficiencia con la que colectan la luz y se incrementa la actividad fotosintética (Agusti et al.,
1994; Enriquez et al., 1994, 1996). Por lo tanto, en el amplio gradiente luminico en el que se
distribuye X. muta, algunos de los cambios que se observan en su morfologia y en la
poblacion de simbiontes asi como en su fisiologia, han de estar determinados por estos
cambios en la disponibilidad de luz. El objetivo de este trabajo fue analizar los cambios
morfolégicos vy fisiologicos de la relacion simbibtica esponja-cianobacteria que se inducen en
la distribucion vertical de X. muta. Para ello nos enfocamos en el estudio de la fotobiologia del
tejido simbiético, para describir las propiedades funcionales relevantes como la capacidad y
eficiencia de absorcién de luz, la actividad fotosintética del tejido simbidtico, asi como la
variabilidad de la eficiencia fotoquimica, fotosintética y cuantica del uso de la luz absorbida en

el proceso fotosintético. También se ha estudiado la importancia del metabolismo fotosintético



frente al metabolismo heterotréfico, asi como su variacion en funcion de los cambios que se
han observado en la forma de esta esponja. Por ultimo, se analizé la variabilidad espacial de
la morfologia de esta esponja para determinar si la luz juega o no un papel determinante en
su ajuste morfo-funcional a través de la optimizacion de la fisiologia fotosintética de esta
simbiosis.

2 Objetivo general

» Analizar la variacibn morfoldgica y fisiolégica en la relacién simbibtica esponja-
cianobacteria de Xestospongia muta, para evaluar la contribucién de la actividad

fotosintética al metabolismo tréfico de la esponja.

2.1 Objetivos particulares

» Determinar el efecto de la profundidad sobre la variacién en pigmentacién y densidad
de cianobacterias en el tejido fotosintético de X. muta

» Analizar las propiedades 6pticas de X. muta y analizar su relacién con los cambios en
la densidad de pigmentos.

» Determinar la proporcion del material organico e inorganico del tejido simbiético de X.
muta y su variacién con la profundidad.

» Determinar el efecto de la profundidad sobre los cambios morfolégicos de X .muta

» Caracterizar la fisiologia del holobionte (fotosintesis:respiracién) y examinar la

contribucién de la actividad fotosintética al metabolismo tréfico de la esponja.

3 Hipotesis

e Los ajustes morfo-funcionales en Xestospongia muta responden a los cambios
ambientales como la disminucion de la luz en profundidad, reflejAndose en cambios

morfoldgicos, en la poblacion de simbiontes y en la fisiologia de la fotosintesis.



4 Materiales y Métodos

4.1 Area de estudio

Los muestreos y mediciones de Xestospongia muta fueron obtenidos de los arrecifes de
Cozumel y de Puerto Morelos en el estado de Quintana Roo, los cuales forman parte del
Sistema Arrecifal Mesoamericano (Fig.1). Ambas zonas se encuentran influenciadas por la
corriente del Caribe, la cual se forma a partir de la Corriente de Guyana, con mezcla de aguas
del Mar Caribe y del Mar de los Sargazos, formando asi la Corriente de Yucatan, que fluye
paralela al borde de la plataforma continental (Suarez-Morales y Rivera, 1998) y atraviesa el
canal entre la isla de Cozumel y el macizo continental con un transporte neto de sur a norte
(Muckelbauer, 1990; Chéavez et al., 2003).

En la isla de Cozumel se trabajé en el Parque Nacional Arrecifes de Cozumel (PNAC)
ubicado en la zona de sotavento de la isla. Estos arrecifes se encuentran en una plataforma
corta y generalmente se encuentran formando tres terrazas bordeadas por escalones,
presentando una caida o pared a los 25 m de profundidad (Muckelbauer, 1990). Mediante
buceo autonomo se contabilizé el numero de individuos de X. muta en transectos de 5 m de
ancho por 50 m de largo. Los transectos se extendieron paralelamente a la linea de costa
(tres por arrecife) en los diferentes estratos de profundidad.
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Fig. 1. Area de estudio de Xestospongia muta en Puerto Morelos y Cozumel, Quintana Roo, México.




En la zona de Puerto Morelos se trabaj6é en dos sitios, uno ubicado dentro del Parque
Nacional Arrecife de Puerto Morelos (PNAPM; 20°52’39”N y 86°50°’30.7”W) y otro al sureste
del parque (20°48°'41.6”N y 86°51'43.9”). A diferencia de los arrecifes de Cozumel, esta zona

presenta una amplia plataforma con una pendiente suave.

Se tomaron mediciones morfométricas de distintos individuos utilizando una cinta
métrica tanto en los arrecifes de Cozumel (55 individuos) como en Puerto Morelos (23
individuos). Para la extraccion de las muestras se utilizé un tubo galvanizado de 3.6 cm de
diametro. Los nucleos de la esponja se colectaron tanto de la cara exterior como de la cara
interior a una distancia entre 10 y 15 cm de la parte superior de la esponja. Las muestras se
transportaron al laboratorio de la Unidad Académica de Sistemas Arrecifales, ICMyL, UNAM

en donde fueron procesadas.

4. 2 Fotobiologia de Xestospongia muta

4.2.1 Descripcion del tejido fotosintético

El grosor de este tejido se midi6 con un vernier sobre las muestras utilizadas para las
determinaciones de los espectros de absorcion de luz, la cuantificacion de cianobacterias y
pigmentos, y para el analisis del componente organico e inorganico. Ademas, se tomaron
fotografias digitales con una cadmara Canon power shot A640 (Japdén) para realizar

estimaciones del area mediante el software Image J.

Extraccion y cuantificacion de cianobacterias y pigmentos

Para determinar el contenido de pigmentos hidrofilicos y lipofilicos, se extrajeron primero las
ficobiliproteinas (hidrofilicos) y después la clorofila (lipofilico). Para esto, se siguid la
metodologia de Stewart y Farmer (1984) modificada por Schubert et al. (2011).

Extraccion de células y pigmentos. Se maceré el tejido fotosintético en un mortero
enfriado previamente a fin de extraer las cianobacterias de la muestra. Mediante una pipeta
Pasteur se fue extrayendo el sobrenadante, el cual fue depositado en un tubo de 15 ml. El
resto del tejido triturado fue enjuagado varias veces con pequefias cantidades de una solucion
amortiguadora de fosfatos (pH 6.8, 0.1 M) al fin de extraer todas las cianobacterias (Fig. 2).
Posteriormente se mezcld vigorosamente la muestra contenida en el tubo falcon por medio de

un agitador vortex (lka, U.S.A) y se tom6 una submuestra de 500 pl para el conteo de células,
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la cual se mantuvo en refrigeracion a 4°C por menos de 24 horas antes de su cuantificacion.
El resto de la muestra se ocupd para la extraccion y cuantificacién de pigmentos. Para facilitar
el rompimiento de las paredes celulares se utilizo la prensa hidraulica de French Sim-Aminco,
(E.U.A). Previamente se enfriaron el piston y todos sus elementos para evitar el calentamiento
de las muestras. Cada muestra fue pasada tres veces por la prensa a una presion de 20,000
PSI. La muestra se incubo en oscuridad a 4°C durante 2 h. Pasado este tiempo se
centrifugaron las muestras a una velocidad de 16500 X g por 20 min a 4°C. Finalmente se
extrajo el sobrenadante para la cuantificacion de los ficobilipigmentos por medio de una
lectura de absorbancia en el espectrometro Ocean Optics USB 4000 (E.U.A.) Para la
cuantificaciébn de Chl a, se agregaron 2.5 ml de acetona al 90% al pellet de las muestras.
Posteriormente se mezclé vigorosamente con el agitador vortex y se mantuvieron las
muestras extraidas a 4°C en oscuridad por 12 h. Una vez transcurrido este tiempo, las

muestras se centrifugaron nuevamente a 10,000 X g por 10 min.
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Fig. 2. Extraccién de células y pigmentos de los tejidos fotosintéticos de X.muta. A) Segmento de esponja (tejido
fotosintético), B) Homogenizacion del tejido fotosintético, C) Extraccion de cianobacterias y enjuague del tejido, D)
Ficobiliproteinas extraidas.

El contenido de ficobiliproteinas se determiné usando las ecuaciones descritas en Kursar et
al. (1983). La clorofila a se determind usando la ecuacién de Jeffrey y Humphrey (1975) para
acetona al 90%. Se normalizaron las absorbancias restando el minimo valor entre (725-750
nm).

Aloficocianina (APC) = 181.3 Degs1nm - 22.3 De1anm

Ficocianina (PC) =151.1 De1anm - 99.1 Dgs1nm

Ficoeritrina (PE) = 155.8 D4gg.5nm - 40.0 Dg14nm - 10.5 Desinm

Clorofila a (Chla) = 11.47 Dgganm - 1.54 Des7nm - 0.08 Degzonm

Cuantificacion de cianobacterias.- El conteo de células se realiz6 por medio de un

microscopio de epifluorescencia Axioskop 40 (ZEISS, Alemania) y un hematocitometro. De los



500 ul de la muestra se tomo6 una alicuota de 200 pl, la cual se diluyd para facilitar la

cuantificacion en el microscopio.

Composicion orgdnica e inorgdnica

Un cuarto de la muestra se utilizd para determinar el componente organico e inorganico
mediante la metodologia de la calcinacién secuencial (Dean, 1974). Para la cuantificacion de
biomasa (dwt) se deshidrataron las muestras en una estufa Riossa (México) a una
temperatura de 60°C durante 24 h. Para obtener el peso organico o el peso libre de cenizas
(AFDW=dwt-AW) se incinerd la muestra con una mufla Vulcan A-550 (Canada) durante 8 h a
550-600°C para remover todo el carbono organico. AW representa la fraccién inorganica total
y en este estudio representa el esqueleto de silice de la esponja. Se incineraron también
muestras a >900°C para cuantificar los posibles carbonatos (AFCaCOs). La cuantificacion del

dwt y el AW se realiz6 con una balanza analitica OHAUS (Suiza).

Las muestras calcinadas de X. muta fueron fotografiadas utilizando una camara Sony
de 10 megapixeles y para observar el efecto dispersivo de la luz en el esqueleto de X. muta
se dirigio un laser hacia las muestras calcinadas. Ademas, se realizaron diferentes cortes con
un cuchillo sobre estas muestras y mediante un microscopio estereoscépico Olympus SZH10
(Japdn) se observé a detalle la configuracion arquitectonica de las espiculas de silice del

esqueleto simbiético de X. muta.

4.2.2 Absorcion de luz: determinacion de las propiedades dpticas

La caracterizacion de las propiedades Opticas de X. muta se realizd espectrofotométricamente
en base al protocolo descrito por Enriquez et al. (2005). Para los espectros de absorcién y de
reflectancia se utilizaron como blancos o lineas base de referencia muestras de esponjas
blanqueadas (calcinadas a 1000°C X 12 h).

Los espectros de absorciobn de X. muta como de las cianobacterias simbioticas
aisladas fueron determinados usando la técnica de opal glass desarrollada por Shibata
(1959). Las lecturas espectrales se realizaron a intervalos de un nanémetro entre 350 y 750
nm en un espectrofotometro Aminco DW2 (USA), controlado por un sistema colector de datos
OLIS, (USA). La capacidad de absorcion de luz del tejido fotosintético de X. muta, que es la

fraccion de la luz incidente absorbida por la esponja (Absorptancia, A), fue calculada a partir
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de las mediciones de absorbancia (D) en la region visible del espectro (entre 400 y 700 nm)
empleando la ecuacion:
A=1-10"

La fraccion de luz transmitida (transmitancia, T) a través del tejido fotosintético fue
determinada usando una esfera integradora de luz y un espectrémetro (Ocean Optics USB
4000, USA) conectado a una fibra 6ptica (diametro de 300 um) en el rango espectral de 350 a
750 nm. La transmitancia (T) se midi6 en muestras de tejido intacto y en muestras
blanqueadas de diferentes grosores. Las muestras se colocaron en celdas de plastico de 3 ml

gue se rellenaron con agua de mar filtrada.

Una vez determinados los grosores de las muestras donde T es cercana a cero, se
realizaron las mediciones de reflectancia. Para los espectros de reflectancia se colocaron las
muestras en un recipiente de fondo oscuro con agua de mar filtrada. La iluminacion
homogénea se consiguié mediante una semiesfera pintada con sulfato de Bario la cual se
ilumind en su superficie concava mediante un set de ldmparas halégenas y LEDs. La fraccion
de luz reflejada por la esponja se mididé con un espectrometro (Ocean Optics USB 4000, USA)
conectado a una fibra éptica (diametro de 300 um) ubicada a 1 cm sobre la superficie de la
esponja en un angulo de 45°. Los datos fueron registrados por medio del software Spectra
Suite. Los valores de reflectancia se expresaron como cociente entre la irradiancia medida de
la superficie de la esponja, en relacion a una superficie de referencia. Para medir la
reflectancia del esqueleto puro se utiliz6 como superficie de referencia un pedazo de teflon,
mientras que para las muestras de esponjas vivas, la superficie de referencia fue el esqueleto
blanqueado de la esponja. Mediante este método también pudo calcularse la absorptancia

(A), a partir de los valores de reflectancia (R) mediante la siguiente ecuacion:

A=1-R
Conociendo el contenido de pigmentos y la absorbancia se calculé el coeficiente
especifico de absorcion de luz (a*). Este es un descriptor de la eficiencia de los pigmentos

fotosintéticos en absorber luz que se determind segun Enrigquez et al. (2005).

a*=(D/p) In 10,
donde D es la absorbancia obtenida por el método de transmision (opal glass) o
estimada por el método de reflectancia (D=log(1/R), p es el contenido de pigmentos por

unidad de area proyectada y el factor In 10 es necesario para transformar logaritmos en base

11



10 (lectura del espectrofotometro) en logaritmos en base e (coeficiente de una funcion
exponencial de extincion de luz). Como descriptor de la eficiencia de absorcion de luz se usé

(@*s75nm) €N M*mg™ Chla.

4.2.3 Caracterizacion fisiologica

Medicidn de la eficiencia fotoquimica efectiva

La eficiencia fotoquimica efectiva (en iluminacion, AF/Fm’) se midio in situ sobre el tejido de
esponjas de mediano tamafio, de una altura promedio de 40 cm y un didmetro del 6sculo de
30-40 cm. Estas medidas se hicieron con un fluorometro sumergible de amplitud modulada
(Diving-PAM, Heinz Walz, Effeltrich, Alemania) en el pico diurno de luz (de 11:00 am a 12:00)
a tres profundidades (9, 20 y 25 m). Las mediciones de AF/Fm’ se realizaron a lo largo de la
esponja y a lo largo de la cara interior del atrio. Cada medicion se realizé6 en un area
previamente sombreada con la fibra Optica durante aproximadamente un minuto para relajar

los fotosistemas.

Determinacion de fotosintesis y respiracion.

La fotosintesis se estimé a través de curvas Fotosintesis-Irradiancia (P vs E) de evolucion de
oxigeno, siguiendo la técnica establecida por Enriquez et al. (2002) y Cayabyab y Enriquez
(2007).

Se llevaron a cabo mediciones de curvas P vs E en seis muestras de esponjas de 17
m de profundidad. Los cambios en la evolucion de oxigeno fueron medidos
polarograficamente con un electrodo tipo Clark Hansatech (U.K.) manteniendo la temperatura
constante en 27°C por medio de un bafio termocirculador con control de temperatura (Fisher
Scientific, USA).

Las curvas P vs E permitieron determinar la tasa maxima de fotosintesis (Pmax), la
eficiencia fotosintética a luz subsaturante (a) y las tasas respiratorias en oscuridad (Rd) y
post-iluminacién (RI), de las cuales de determiné las irradiancias de saturacion (Ek=Pmax/a) y

de compensacion (Ec=Rd/a).
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4.3 Analisis morfo-funcional de X. muta

4.3. 1 Modelaje tridimensional

Se midieron in situ las siguientes caracteristicas morfologicas de 20 individuos X. muta
desde los mas pequefios hasta los mas grandes: altura de la esponja (A), didmetro del 6sculo
(D), altura del atrio (Aa), diametro inferior del atrio (Da) perimetro basal (Pb; Fig. 3). Se
seleccionaron e identificaron cuatro de estos individuos con morfotipos diferentes, y a partir de
sus mediciones y de sus respectivas fotografias se realizaron modelos tridimensionales
utilizando el programa de cémputo Blender 6.2 con el cual fue posible calcular la superficie

total de la esponja asi como su volumen.

«——pPh ——>

Fig. 3. Parametros morfométricos tomados in situ de X. muta: Altura de la esponja (A), diametro del 6sculo (D),
altura del atrio (Aa), didmetro inferior del atrio (Da), perimetro basal (Pb).

4.3.2 Modelos tedricos del balance heterotrofia-fototrofia en base a morfologia reales

Para determinar los niveles de heterotrofia y/o fototrofia de X. muta se estimo la produccion y
consumo total de O, en los individuos modelados. Para ello, se multiplicé la media de la
fotosintesis maxima y la media de la respiraciéon obtenida de las curvas P vs E con el area
superficial y volumen total de cada morfotipo. Finalmente, se calculé el cociente entre el
consumo total de oxigeno respirado y la produccion total de O, producido en fotosintesis por

individuo modelado.

Para examinar el efecto de la variacion morfologica y del tamafio en este balance, se
crearon otros modelos a partir de los cambios observados en la variacion natural. Se
simularon los cambios en este balance heterotrofia/fototrofia manteniendo las morfologias

constantes pero cambiando el tamafio de los individuos.
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4.4 Analisis morfologico de Xestospongia muta

Se describié la variacion morfolégica de X. muta, utilizando para ello la base de datos de los
arrecifes de Cozumel realizada por Alvarez-Filip en 2005 y también utilizando las dos
poblaciones medidas en Puerto Morelos. Esta base de datos cuenta con mediciones de la
altura de la esponja y el tamafio del 6sculo (diAmetro mayor, diametro menor, perimetro y

area), asi como el sitio y la profundidad de colecta.

Para describir la variacion espacial de la morfologia, se desarroll6 un indice
morfométrico (I.M.) que permitiera describir las distintas formas que presenta X. muta y
finalmente se analizé la relacién alométrica tamafio/forma (I.M) entre poblaciones someras y

profundas.

4.5 Analisis estadistico de datos

Se examinaron las diferencias morfolégicas y las respuestas fisioldgicas entre las caras
exterior e interior de la esponja y entre las esponjas profundas y someras mediante pruebas t-

student.

Se determinaron el grado y tipo de asociacion entre los parametros morfométricos por
medio del coeficiente de correlacion de Pearson. Los datos fueron previamente transformados
logaritmicamente para normalizar su distribucién de variacién. Se utilizaron funciones
alométricas entre variables (y= a. x°) para describir las asociaciones de variacién. Para
examinar la relacién entre la morfologia y la profundidad se subdividi6 la base de datos entre
poblaciones someras (<20 m) y profundas (>20 m), ya que fue la Unica subdivision que
permitia un nimero suficiente de muestra en cada grupo, y se examino si cada submuestra se

comportaba de forma diferente en la relacion alométrica tamafio/forma.

Se utiliz6 el andlisis de varianza de una via (ANOVA) para determinar posibles
diferencias entra las abundancias relativas y la profundidad. Para realizar este analisis se
agruparon las distintas profundidades en cuatro intervalos de profundidad acordes a los
escalones que se presentan en la isla de Cozumel.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron con un nivel de confianza del 95%

utilizando el programa Statistica 7.0.
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5 Resultados

5.1 Fotobiologia de Xestospongia muta

5.1.1 Descripcion del tejido fotosintético de X. muta

El tejido simbidtico, responsable de la colecta de la luz en X. muta, es una capa relativamente
delgada de dos hasta 15 mm de espesor que recubre toda la zona superficial de la esponja,
incluyendo la cavidad del atrio (cara interior). Esta capa se ha denominado “tejido
fotosintético” y esta definida por el limite de distribucién de las cianobacterias en las células
de la esponja, las cuales son las responsables de darle el color rojizo a la esponja. Este tejido
fotosintético presenta diferencias que resaltan a simple vista entre la cara exterior y la cara
interna de la esponja, entre ellas resalta la alta rugosidad de la cara externa y la mayor
intensidad de la pigmentacion de la cara interna (Fig. 4).

Cara interior

Cara exterior

“:}-— B

Tejido fotosintético

Tejido fotosintético

. Coanosoma

Fig. 4. Tejido fotosintético de X. muta en la cara exterior y en la cara interior del atrio.

Las determinaciones de la densidad de cianobacterias y pigmentos confirmaron que la cara
interior presenta mayores valores de pigmentacion que la cara exterior (Fig. 5A, B). Estas
diferencias fueron significativas en la densidad de simbiontes (t-test, p<0.05) presentando un
incremento del doble de cianobacterias en la cara interna (104%). No obstante, las
densidades de Chla no presentaron diferencias significativas entre ambas caras (t-test=
p>0.05), a pesar de observarse una tendencia a presentar un mayor contenido de clorofila

(30%) en la cara interior. De igual forma las ficobiliproteinas se encontraron en mayor
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densidad en la cara interior, aunque las diferencias en la aloficocianina y ficocianina no fueron
tan marcadas como en la ficoeritrina (Fig.5B).

La media del grosor del tejido fotosintético fue de 2.5 mm y no se encontraron
diferencias significativas entre ambas caras (t-test, p>0.05) (Fig. 5C).El tejido fotosintético de
X. muta esta compuesto por un alta proporcion de materia inorganica (57%) representado por
el esqueleto de espiculas silice (Anexo I. Fig. 32A). La proporcion organica (43%) la
componen las células de la esponja y las cianobacterias simbiontes. Aunque la cara interior
presenta una mayor proporcion del componente inorganico (8%) estas diferencias no
resultaron significativas (Fig. 5D). En el anexo | (Fig. 32B) se puede observar a estos

simbiontes inmersos en el tejido de la esponja, alrededor de las espiculas.
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Fig. 5. Comparacion de la cara interna y externa de la esponja. A) Densidad de cianobacterias y clorofila a, B)
Densidad de ficobiliproteinas: APC-aloficocianina, PC-ficocianina y PE—ficoeritrina, C) Grosor del tejido
fotosintético, D) Porcentaje de componente organico e inorganico.
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5.1.2 Propiedades odpticas de X. muta

Las determinaciones espectroscopicas de la absorbancia de X. muta usando la técnica de
opal glass se muestran en la figura 6A. En estos espectros se observaron los picos de
absorcioén caracteristicos de los pigmentos de las cianobacterias y algas rojas: el pico de la
clorofila a=675 nm y los picos de los ficobilipigmentos: aloficocianina y ficocianina a 630 nm y
ficoeritrina | y 1l a =550 y 495 nm, respectivamente. Los espectros de absorcion de las
cianobacterias aisladas de X. muta también se muestran para su comparacion (Fig. 6A). Las
muestras bien pigmentadas de X. muta con densidades de Chl a mayores a los 6 ug m?y con
grosores de tejido fotosintético de 2.4 mm absorbieron alrededor del 72% de la luz incidente y
transmitieron el 28%. La transmitancia del tejido fotosintético disminuy6 exponencialmente al
aumentar su grosor, desde un maximo de 84% de la radiacién fotosintéticamente activa (PAR)
con un grosor de 8 mm, hasta un minimo del 8% con un grosor de 1.5 mm (Fig. 6B, C). La

medicion se realiz6 con una esfera integradora de luz (Fig. 6D).
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Fig. 6. A) Espectros de absorcién del tejido vivo de X. muta. Linea negra cara exterior, linea gris cara interior y
linea punteada cianobacterias simbiontes. B) Espectros de transmision en tejido fotosintético intacto de 8 mm de
espesor (linea negra), en tejidos blanqueados de 7.5 mm (linea gris oscura) y 9.5 mm (linea punteada).C)
Transmitancia del tejido fotosintético en funcién de su grosor. D) Esquema de la medicién de transmitancia usando
la esfera integradora de luz
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Se determinaron los espectros de reflectancia de X. muta utilizando muestras con
grosores mayores a 15 mm. Los espectros de los esqueletos intactos mostraron un
decremento continuo de la zona roja del espectro visible hacia los 400 nm. Por su parte las
muestras vivas de tejido fotosintético reflejaron en promedio 37.1% del PAR (Fig. 7A). Estos
valores fueron similares al backscattering o scattering residual de las muestras que se
midieron con la técnica espectrofotométrica del opal glass propuesta por Shibata (1959). La
absorcion estimada a partir de los espectros de reflectancia (log 1/R) se muestra en la figura
7B.
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Fig. 7. Propiedades Opticas de X. muta. A) Espectros de reflectancia del tejido intacto de la cara exterior e interior y
B) Espectros de la absorcion estimada (D=log[1/R]).

Del total de muestras analizadas, la fraccién de luz absorbida, en promedio, por la cara
externa e interna fue del 69.8% (+6) y 66.3% (+4), respectivamente, no obstante estas
diferencias no resultaron significativas (t-test; p>0.5). A pesar de que la cara interior presento
una mayor densidad de células y de pigmentos con respecto a la exterior, este incremento no
se vio reflejado en un incremento significativo de la absorptancia, sino todo lo contrario, los
valores promedios fueron ligeramente menores (Fig. 8A). Al igual que la absorptancia (A), el

coeficiente especifico de absorcion ( a*ch,) fue mayor en la cara exterior (Fig. 8B).
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fotosintético de la cara interior y exterior de X. muta. B) Coeficiente especifico de absorcion

5.1.3 Anadlisis preliminar al blanqueamiento

Las caracteristicas principales de las esponjas blanqueadas son la pérdida de pigmentacién y
namero de cianobacterias. En la cara exterior la densidad de Chl a disminuye mas
drasticamente (en un 88%) que en la cara interior en donde esta reduccion fue del 55% (Fig.
9A). Esta pérdida de pigmento estuvo asociada a una gran reducciéon (83%) del numero de
cianobacterias (Fig. 9B). Los efectos de la pérdida de simbiontes y pigmentos se vieron
reflejados en una clara reduccién de la capacidad de absorcién de luz, sobre todo en la cara
exterior (Fig. 9C). Sin embargo, estas diferencias no resultaron significativas con respecto a
las esponjas sanas (t-test; p> 0.05), pues si bien algunos tejidos presentaron valores muy

bajos de la absorptancia otros no lo hicieron (Fig. 9D).
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cianobacterias de la cara interior, C) Absorptancias, D) Relacién de la absorptancias en funcién de la densidad de
Chl a de X. muta tanto en muestras blanqueadas (circulo blancos) como sanas (circulos obscuros).

Dado que la capacidad de absorcién de luz depende del contenido de pigmentos hasta un
valor maximo a partir del cual la absorptancia es una constante, la relacion de estas variables
se ajustd a la ecuacion enzimética de Michaelis-Menton (r=0.7). En esta relacion se encontro
que las muestras de esponjas blanqueadas correspondientes a la cara exterior con
densidades de Chl a menores a 7 mg m? absorben el 55% de la radiacion incidente, mientras
que las muestras de esponjas bien pigmentadas (>50 mg Chl a m?) absorben el 77% de la
luz. Por su parte, las muestras blanqueadas de la cara interior con densidades intermedias de
Chl a (28 mg m™), absorben una proporcién similar de la luz incidente (75%) respecto a las
esponjas sanas bien pigmentadas (Fig. 9D).
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Para cuantificar la variacion en la eficiencia de absorcion de luz del tejido fotosintético de
X. muta, se analizé la variacion del coeficiente especifico de absorciéon de la Chl a en el pico
de absorcion a 675 nm (a*cn a) €n funcidn de los cambios en la densidad de este pigmento. El
a*ch 2 de X. muta vari6 de un minimo de 0.013 m? mg™ Chl a para una muestra bien
pigmentada hasta un maximo de 0.245 m* mg™ Chl a de una muestra de tejido blanqueado
con una densidad de Chl a de 4.8 mg m™. El anélisis comparativo de esta variacién mostro
gue los valores de a*cy 4 €stimados para el tejido intacto de X. muta en condiciones normales,
son dos veces superiores que los valores estimados para las suspensiones de simbiontes
aislados de estos tejidos con una seccién transversal de densidad de pigmento similar (Fig.
10). En los tejidos blanqueados de la esponja se observaron los valores de a*c, o mucho mas
grandes (>1 orden de magnitud) en comparacion con los valores estimados para las

suspensiones de simbiontes aislados con una densidad de pigmento similar (Fig. 10).
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Densidad de clorofila a (mg chl a m?)

Fig. 10. Descripcion de la variacion de a*chia €n funcion de la variacion de la seccion transversal de pigmentos
(densidad de Chl a en mg m'z).

Otra de las caracteristicas observadas de las esponjas blanqueadas fue un notable
incremento del grosor del tejido fotosintético tanto de la cara exterior (t-test; p<0.05) como de
la interior (t-test, p<0.05), siendo las diferencias mas marcadas en la cara exterior (Fig. 11A).
Este aumento del grosor estd fuerte y linealmente asociado (r=0.96) con la eficiencia de
absorcion de luz del tejido (a*ch a; Figl1B), asi como a los procesos de una desorganizacion y

exfoliacion del tejido (Anexo Il, Fig. 34).
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tejido fotosintético de X. muta.

Analizando la variacion de la eficiencia fotoquimica méaxima del fotosistema Il (Fv/Fm) de las
cianobacterias en las muestras de esponjas sanas y blanqueadas, se encontr6 una alta
variabilidad en los valores de Fv/IFm entre las muestras blanqueadas (Fig. 12A), sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas con las muestras sanas (t-test p>0.05). Por otra
parte, al analizar la variabilidad de Fv/Fm en funcién de los cambios encontrados en el grosor
del tejido fotosintético, se encontré que los organismos sanos tienen valores de Fv/Fm con
cierta fluctuacién en un grosor muy poco variable, pero los tejidos blanqueados muestran
valores mas bajos de Fv/Fm con similares grosores a los sanos, pero que se incrementan
linealmente al aumentar el grosor hasta un valor de 6 mm. Por encima de este valor se
observa una fuerte disminucién de Fv/Fm en los tejidos con los grosores mayores (>10 mm).
Sin conocer todavia el mecanismo fisiolégico que explica esta respuesta, parece que el
blanqueamiento y la pérdida de simbiontes va asociado a un incremento de estrés por luz en
las cianobacterias (valores inicialmente més bajos de Fv/Fm) que migran hacia el interior del
tejido de la esponja. Esta respuesta parece mejorar el estrés por luz que “sienten” inicialmente
las cianobacterias en tejidos blanqueados ya que la eficiencia fotoquimica (Fv/Fm) se
incrementa superando incluso los valores registrados en los tejidos sanos de la misma
poblacién. Sin embargo, esta respuesta no parece ser suficiente para parar la progresion del

blanqueamiento pues a partir de un cierto valor del grosor del tejido fotosintético, los valores
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de Fv/Fm caen a valores inferiores a los sanos en los tejidos mas gruesos (>10mm; Fig.
12B).
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Fig. 12. A) Variabilidad de la eficiencia fotoquimica efectiva (Fv/Fm’) en el tejido fotosintético de la esponjas sanas
y blanqueadas (enfermas).El grafico describe la mediana y los cuartiles 25% y 75% (caja), ademas de la
variabilidad contenida entre los limites de confianza del 5% y el 95% (barras). B) Relacion de la variabilidad en
Fv/Fm de las cianobacterias en funcion de los cambios observados en el grosor del tejido fotosintético.
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5.1.4. Efecto de la profundidad en la absorcion de luz y en la densidad de simbiontes

Los simbiontes de X. muta cambian su contenido relativo de ficoeritrina | y Il segun la
profundidad. En las esponjas de 40 m, la proporcion de ficoeritrina 1l (PE Il) fue mayor
respecto a la | (PE I), resultando en una mayor absorbancia de PE Il con su pico de absorcién
a 490 nm, mientras que en las esponjas de 17 m, la absorbancia de la PE | fue la mayor con
su pico de absorcién a 550 nm (Fig. 13A).

Ademas de las diferencias en absorcién de luz, otra diferencia importante entre las
esponjas profundas y someras fue la cantidad de cianobacterias, encontrdndose mayor
densidad en las esponjas de 40 m (35% mas en la cara interna y 58% mas en la externa). Las
maximas densidades se encontraron en la cara interna, alcanzando valores de 3.23*10°
cel*cm™ (Fig. 13B).
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Fig. 13. A) Espectros de absorcion de luz de dos individuos de X. muta, uno a 40 m (linea continua) y otro a 17 m
(linea punteada). B) Densidad de cianobacterias en individuos de X. muta a 40 my 17 m de profundidad en la cara
interior (barras gris claro) y exterior (barras gris oscuro).
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5.1.5 Caracterizacion fisiolégica

Variacién de la eficiencia fotoquimica del fotosistema II (PSII)

Se midi6 la eficiencia fotoquimica efectiva (AF/Fm’) de la cara interior del atrio y exterior de
esponjas en tres diferentes profundidades, a 25 m (n=2), a 20 m (n=4) y a 9 m (n=7). Los
resultados mostraron que los valores de AF/Fm’ aumentaron hacia las zonas mas inferiores
de la esponja, tanto de la cara interior como la exterior (excepto en la cara exterior de las
esponjas de 9 m). Solo se encontraron diferencias significativas en los valores de AF/Fm’ en
el gradiente de la cara interna del atrio de las esponjas de 9 m (ANOVA, p<0.05, Fig. 14A) y
en el gradiente de la cara externa de las esponjas de 20 m (ANOVA, p<0.05, Fig. 14B).
También se observé que con la profundidad, la zona del atrio presentdé valores mas
homogéneos y no asi la cara externa. Por otra parte, la esponja de 25 m que presentd zonas
de tejido blanqueado (Anexo I, Fig. 33), mostrd caidas notables en los valores de AF/Fm’ en

comparacion con la esponja sin blanqueamiento a la misma profundidad (Fig. 14C, D)
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Fig. 14. Variacion de la eficiencia fotoquimica efectiva, AF/Fm’, entre la cara interior del atrio y la cara exterior de
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5.1.6 Respuesta fotosintética a la luz

Las determinaciones de actividad fotosintética del tejido de la esponja se ajustaron a la
ecuacion enzimatica de Michaelis-Menten para describir las curvas fotosintesis-irradiancia (P
vs E). De esta relacion se encontré que la fotosintesis maxima (Pmax) en la cara interior y
exterior de las esponjas es similar (t-test, p>0.05), alcanzando valores promedios de 1.2 umol
0, cm™?h™ (Fig. 15).
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Fig. 15. Curvas de fotosintesis-irradiancia de X. muta; circulos negros-cara exterior, rombos blancos-cara interior.

De los parametros obtenidos de estas curva P vs E se encontraron diferencias significativas
(t-test, p>0.05) tanto en la eficiencia fotosintética (o, pmol O, cm™ h™ /umol quanta m? s™)
como en la irradiancia de saturacion (Ek, umol quanta m?s™; Fig. 16 A,B). Estas diferencias
son respuestas fotoaclimatativas esperadas ya que las zonas menos iluminadas (cara interior)
presentan una respuesta a baja luz con un a mas alto y un Ek mas bajo. Contrariamente, en
la cara exterior de estos organismos, se presenta una respuesta a alta irradiancia, con valores
menores de a y mayores de Ek. Esto indica que en la cara interior (aclimatada a baja luz) se
necesitan la mitad de energia (66% menos fotones en la cara interior que en la exterior) para
inducir similar actividad fotosintética a baja luz. Sin embargo, a luz saturante (> EK) la

produccion fotosintética maxima de ambas caras es similar.
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Fig. 16. Parametros fotosintéticos de X. muta. A) Eficiencia fotosintética (o, umol Oz /umol quanta y B) Irradiancia
de saturacion (EK).

A diferencia de Pmax, la respiracibn mostré claras diferencias entre ambas caras de la
esponja (t-test, p< 0.05). La cara interior incrementé el consumo de oxigeno en mas del doble

respecto a la cara exterior, llegando a valores de 2 umol O, cm™h™ (Fig. 17).
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W Fotosintesis

B Respiracion
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(I_qs_wozo jown) ugioelidsay

Fotosintesis (umol O_cm™2h™)

Exterior interior

Fig. 17. Variacion de la fotosintesis maxima y respiracion en organismos colectados a 17 m en el arrecife de
Puerto Morelos.

A partir de las determinaciones de la capacidad de absorcién de luz y de la eficiencia
fotosintética (a) se calculd la eficiencia cuantica maxima (@ mol O, producido por mol
guanta absorbido), y los requerimientos minimos cuanticos (1/®n.x) del tejido de X. muta. Los

valores de @, estimados para la cara interior fueron de 0.11 moles de O, producidos por mol
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de fotones absorbido, mientras que en la cara exterior fueron de 0.06 moles de O, producidos
por mol de fotones absorbido. Por otro lado, los valores de 1/®., fueron de 9.1 fotones por
mol O, producido para la cara interior y de 17.02 fotones por mol O, producido para la

exterior.

5.2 Analisis morfo-funcional de X. muta

Los modelos tridimensionales generados a partir de las mediciones de campo y de sus
respectivas fotografias se muestran en la Fig. 18. Asi mismo, se muestran los calculos de
superficie y volumen en la Tabla I. Se observé que la razén superficie/volumen disminuye
fuertemente en las esponjas mas grandes debido al incremento diferencial del volumen con
repecto al area (Fig. 19).

Tabla I. Area y volumen de los morfotipos de X. muta

MORFOTIPOS SUPERFICIE TOTAL CM? VOLUMEN TOTAL CM®
A 323.1 456.0
B 2371.0 5699.1
C 4790.3 12017.0
D 10542.0 28576.0
A) B) Q) D) 60cm
31 A ——
16cm — AN Vi /7774
1 [ WW N0
Wﬂ | []\'}\x | Y 1[” = -/
28cm ;l[ AL 38om | [ J/, i - ST
i | i \ A
| Yo
L I \ X 1
. 1
26cm 32cm

Fig. 18. Modelos tridimensionales de individuos de X. muta.
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Fig. 19. Relacion superficie/volumen en los morfotipos de X. muta (linea punteada). Las barras representan el
volumen (gris oscuro) y el area (gris claro) de cada morfotipo.

5.2.1 Modelo teorico del balance heterotrofia-fototrofia en base a morfologias reales

A partir de los morfotipos creados, se extrapolaron las medidas fisiol6gicas de fotosintesis y
respiracion al organismo entero y se estimaron sus balances de carbono para evaluar de
forma cuantitativa la importancia de la fototrofia en el metabolismo de X. muta. El balance se
cuantific6 como la razén heterotrofia-fototrofia (cuantas veces respira mas el organismo que

su capacidad fotosintética).

De los resultados de este andlisis se encontré que X. muta mantiene siempre niveles
de heterotrofia mas altos que los de autotrofia. De acuerdo a estos modelos, las esponjas
pequefias (400 cm®) producen alrededor de 400 umol O, h™ y consumen 600 pmol O, h™,
resultando en un nivel de heterotrofia de 1.6 veces respecto a la autotrofia (Fig. 20A). Este
nivel de heterotrofia se incrementd a 3.2 veces en las esponjas mas grandes (Fig. 20B).
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Fig. 20. Balance heterotrofia/fototrofia en morfotipo“A” (A) y morfotipo“D” (B).

Simulacion del efecto de la morfologia sobre el grado de heterotrofia:

Para ver el efecto de la morfologia en este balance trofico, se simulé la variacién para cada
uno de los tres morfotipos de la relacién superficie/volumen en funcién de los cambios en el
tamafio del organismo. Estos modelos hipotéticos que se crearon manteniendo las
morfologias observadas como una constante permitieron visualizar la magnitud del
incremento en superficie de cada morfotipo al aumentar el tamafio de la esponja. Con el
mismo tamafio (28.5 dm®), los individuos con forma de cono (A) presentan el menor
incremento en superficie, mientras que la forma de barril y copa mostraron incrementos en

superficie del 36% y 107% respecto a la forma de cono (Fig. 21A).

Al calcular el cociente heterotrofia-fototrofia en cada nuevo morfotipo, y en funcién de
los cambios en el tamafio, se observé una variacion significativa entre estos. ElI morfotipo “A”
tendria unas demandas respiratorias 6.3 veces mayores que su capacidad fotosintética si
alcanzara un volumen de 28.5 dm®. En contraste, el morfotipo “D” con el mismo volumen,

incrementaria sélo tres veces su consumo de O, (Fig. 21B).
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Fig. 21. A) Modelos teéricos de cambio de la relacion superficie/volumen. B) Balance tréfico de X. muta para cada
morfotipo en funcién del tamafio de los organismos. Las barras representan los balances estimados de los
organismos colectados en el arrecife de Puerto Morelos, morfotipos “reales”.

Estos resultados dan una explicacion funcional al cambio morfolégico que se observa en
X. muta. Aunque el balance es siempre heterotréfico para esta especie, cambios en la
relacion superficie/volumen pueden modificar fuertemente este balance, optimizando la
produccién de oxigeno. Es decir, incrementar el area total en relacion al volumen de la
esponja puede reducir las limitaciones energéticas (demandas de O,) del organismo, lo que
puede ser critico en determinadas condiciones ambientales (poco flujo y/o poca luz). Se
observdé ademas que X. muta presenta protuberancias o expansiones del tejido en la cara
externa de la esponja (cénulos), los cuales pueden ser muy prominentes. Al incorporar en los
modelos los cénulos de la superficie del tejido, se observé que contribuyen significativamente
a aumentar la superficie de la esponja sobre todo en los individuos mas grandes (Tabla I,
Anexoll, Fig.36).

Tabla Il. Area y volumen de los morfotipos de X. muta

AREA DE SUPERFICIE TOTAL CM>

MORFOTIPOS sin crestas con crestas
% de incremento
A 323.1 369.7 14
B 2371.0 3980.3 68
C 4790.3 6392.1 33
D 10542.0 21334.0 102
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Por tanto, estos conulos reducen considerablemente los balances de
heterotrofia/fototrofia (Fig. 22 A y B). Las fotografias de los ejemplares de cada morfotipo, asi
como sus modelos tridimensionales con los cénulos y surcos se muestran en el Anexo lll. Fig.
35y 36.
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Balance Heterotrofia/Fototrofia
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Fig. 22. A) Balance heterotrofia/fototrofia incorporando los conulos de la superficie externa. B) Modelo del
morfotipo “B”

5.3. Analisis morfologico de X. muta

Para ver la importancia que tiene la luz en estos cambios morfoldgicos se analizé la
variabilidad natural de las poblaciones de X. muta en distintas profundidades de los arrecifes
de Cozumel, a partir de la base de datos creada por el Dr. Alvarez-Filip, y de datos nuevos
generados de individuos del arrecife de Puerto Morelos.

5.3.1 Descripcion de la variabilidad morfolégica natural de X. muta.

La variaciébn morfométrica que presenté X. muta en este estudio se presenta en la Figura 23.
Los tamanos de las esponjas medidas variaron de 2.5 cm a 120 cm en altura (C.V.=46%) y de
2 a 122 cm en el diametro mayor del 6sculo (C.V.=65%). El area del 6sculo fue el parametro

gue presento la mayor variabilidad (C.V.=113%).
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Fig. 23. Variacion de los parametros morfométricos de X. muta.

5.3.2 Analisis alométrico

La relacion entre el tamafio del 6sculo (diametros, perimetro y area) y la altura del organismo
presentd un grado de asociacion alto (r=0.80, p<0.5). Esta asociacion es no lineal (log-log) y

puede describirse a través de una relacion alométrica del tipo:
. b
altura = a * Diametro ,

en donde b es el factor de escala que define los cambios en la altura de la esponja en
funcién de la variacion de su diametro. De los resultados de este ajuste en donde el factor de
escala es < 1 se concluye que en las esponjas pequefias la altura es proporcionalmente
mayor respecto al diametro, mientras que en las esponjas grandes el diametro es

proporcionalmente mayor respecto a la altura del organismo (Fig. 24).

Log altura=0.75+ SE *log (didmetro del dsculo)+0.69 R?=0.67, P<0.0X, n = XX (1)

N=239
140

120

100

o]
o

Altura (cm)
D
o

N
o

20

0 % I I I I I I
0 20 40 60 80 100 120 140
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Fig. 24. Relacion alométrica de la altura y del diametro mayor del ésculo de X. muta
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La linea diagonal de la relacion diametro del 6sculo y altura (Fig. 24) representa la
variacion teodrica que describiria una isometria corporal de la esponja (diametro=altura). Sin
embargo, la base de datos describe una variacion no isométrica (pendiente o factor de escala
< 1). Para describir las diferentes “tipologias” de la forma de X. muta se utiliz6 un indice
morfométrico (1.M.) calculado a partir del cociente entre el diametro del ésculo y la altura del
organismo. Este indice morfométrico es un descriptor cuantitativo de la forma. Los valores de
este indice < 1 representarian a las esponjas con alturas mayores respecto al diametro
(formas cénicas o formas de barril) mientras que los valores > lrepresentaran a las esponjas
con diametros mayores respecto a la altura, es decir las formas achatadas o de copa (Fig.
25).

D

|.M= D/A

8 il

Fig. 25. Esquema del célculo del indice morfométrico 1.M. (D=Diametro del 6sculo, A=Altura de la esponja).

En el andlisis de la relacion forma-tamafio, se utilizé el I.M. para describir la forma, y el area
del 6sculo para describir el tamafio del organismo. En esta relacion se observé una inicial
tendencia en el crecimiento de las esponjas a incrementar el tamafio del Gsculo mas
rapidamente respecto a la altura, es decir los individuos mas pequefios de X. muta presentan
(I.M.=0.5) (formas cébnicas), las cuales cambian al incrementar el tamafo a formas de batrril
(I.M. <1.0) y/o a formas de copa (.M. >1.0). No se observa una Unica tendencia de cambio en
la forma del organismo al incrementar el tamafio pues individuos grandes y pequefios
muestran todos los morfotipos posibles (Fig. 26). Tampoco se observa que la profundidad
seleccione una morfologia en particular, excepto en individuos de gran tamafo. Organismos
con 6sculos mayores a 2000 cm? presentan una seleccion de morfotipo en profundidad, ya
gue las esponjas en forma de barril (I.M. < 1) se presentan a menor profundidad, en areas por
encima de los 20 m, mientras que las formas de copa (I.M. > 1) se presentan en las zonas

més profundas (> 20 m; Fig. 26).
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Fig. 26. Analisis alométrico de la relacion entre los cambios en el tamafio y forma (I.M.) de la esponja X. muta.
Circulos blancos, esponjas situadas entre 7 y19m de profundidad; circulos negros, esponjas creciendo entre 20 y
45 m de profundidad.

Aunado a las diferencias morfométricas asociadas a la profundidad se encontraron diferencias
significativas en el didmetro del ésculo (p< 0.05) entre los organismos situados a diferentes

intervalos de profundidad, no asi para la variaciéon de la altura de la esponja (Fig. 27).
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Fig. 27. Variacion de la altura y diametro mayor del 6sculo de X. muta en poblaciones creciendo en Cozumel en
dos clases de profundidad (someras = 7-19.9 m y profundas = 20-45 m).
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5.4. Distribucion y abundancia de Xestospongia muta en los arrecifes de
Cozumel

La abundancia relativa present6 diferencias significativas con la profundidad (ANOVA,
p<0.05), excepto para las categorias mas profundas (>18 m; Tukey p>0.05). Las poblaciones
de X. muta son mas abundantes en profundidad (> 18 m), pues se incrementan en promedio,
de 0.03 individuos* m? a 0.17 individuos* m? (Fig. 28A). Cabe sefialar que estos cambios en
la abundancia relativa no dependen sélo de la profundidad, pues existen diferencias notables
entre localidades. Por ejemplo, dentro de los arrecifes profundos, no se observé la mayor
abundancia relativa en el mas profundo (25 m), sino en el Paso del cedral (18 m). Pero en
general, las areas mas profundas siempre fueron las que mostraron la mayor abundancia de

X. muta con independencia de la localidad (Fig. 28B, Tabla IlI).
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Fig. 28. A) Abundancia relativa de X. muta en un gradiente de profundidad y B) entre distintos arrecifes de
Cozumel (ver Tabla Il1).

Tabla lll. Abundancia relativa de X. muta en los arrecifes de Cozumel. * El arrecife Chankanab no se muestra en la
grafica por ausencia de comparacién en profundidad

CLAVE DE NOMBRE DE | ABUNDANCIA ERROR PROFUNDIDAD

ARRECIFE ARRECIFE RELATIVA ESTANDAR
la Palancar 0.015 0.002 7m
2a Dalila 0.025 0.007 7m
3a P.cedral 0.064 0.030 7m
4a Colombia 0.021 0.004 9Im
5* Chankanab* 0.053 0.010 16m
1b P.cedral 0.175 0.025 18m
2b Dalila 0.079 0.052 15m
3b Colombia 0.168 0.010 25m
4b Palancar 0.120 0.016 22m
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6 Discusion

6.1 Fotobiologia en Xestospongia muta

En este estudio se demuestra por primera vez que la esponja X. muta presenta propiedades
Opticas extraordinariamente eficientes para la dispersion y transmision de la luz. Estas
propiedades son fundamentales para explicar la fotobiologia del tejido fotosintético de esta
especie asi como los cambios morfolégicos que se observan en su desarrollo ontogenético y
en su ajuste ambiental a diferentes condiciones arrecifales, ya que la capacidad de aumentar
el campo luminico de las cianobacterias simbiontes permite incrementar la actividad
fotosintética del tejido a muy baja disponibilidad de luz en la columna de agua. De hecho, las
picocianobacterias son capaces de mantener balances de carbono positivos y duplicarse a
muy bajas intensidades de luz (2 umol m?s™®, Mullineaux y Emlyn-Jones, 2005) debido a que
son de los organismos unicelulares mas pequefios (1-2 um) y con mayores coeficientes

especificos de absorcion de luz (a*; Kirk, 2011).

Segun los resultados, el tejido fotosintético de X. muta es capaz de alcanzar los
valores de absorptancia maximos (80%) con sélo 20 mg Chl a m?(Fig. 9D), de forma similar a
lo que se ha documentado previamente para corales escleractineos (Enriquez et al., 2005).
En contraste, las hojas de las faner6gamas marinas Thalassia testudinum y Syringodium
filiforme requieren 100 mg Chl a m para maximizar su capacidad de absorcién de luz en 75y
86%, respectivamente (Enriquez, 2005; Pérez-Castro, 2011).El hecho de invertir menos
pigmento, para colectar fracciones similares de luz, indica que los pigmentos (como es el caso
de la Chl a) de las cianobacterias viviendo en el tejido de X. muta resultan méas eficientes
colectando la luz que acomodados en otras estructuras fotosintéticas como las hojas de los

pastos marinos.

Los cambios en la eficiencia de absorcion de luz de la clorofila a en diferentes
estructuras fotosintéticas, se pueden analizar comparando el coeficiente de absorcion de luz
de este pigmento (a*cn ,) debido a que la clorofila a es un pigmento universal y presenta
minima interferencia con otros pigmentos accesorios en su pico de absorcién a 675 nm. Al
comparar la variacion de a*cy 4 del sistema esponja-cianobacteria (Xestospongia muta) con
otras estructuras fotosinteticas pluricelulares, se observé que estos valores son similares a los

descritos para el coral Porites branerii (circulos blancos; Enriquez et al., 2005) y mucho
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mayores a los estimados por Enriquez (2005) y Pérez-Castro (2011) para las hojas de las
plantas acuaticas Thalassia testudinum (cuadros verdes) y Syringodium filiforme (circulos
verdes claros; Fig. 29). Ademas, se encontr6 que las cianobacterias incrementan su eficiencia
de absorcion de luz (factor de amplificacion) de dos a mas de 10 veces al formar parte del
tejido de la esponja (Fig. 10).
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Fig. 29. Comparacion del coeficiente especifico de absorcion en distintos organismos fotosintéticos.

La dispersion mdltiple de la luz en organismos pluricelulares se ha considerado como el
mecanismo que explica la variabilidad de la eficiencia de absorcion de luz entre estructuras

fotosintéticas (Enriquez y Sand Jensen, 2003; Enriquez et al., 2005).

Se ha documentado que los corales escleractineos son las estructuras mas eficientes
para la absorcion de la luz gracias a la gran dispersion multiple generada por su esqueleto de
aragonita sobre el que se sitla el tejido vivo del coral con las algas endosimbiontes. El
esqueleto refleja y dispersa la luz mdltiples veces, aumentando el paso 6ptico de la luz y
mejorando significativamente la probabilidad de que un fotén sea absorbido por una molécula
de pigmento (Enriquez et al., 2005). Esta descripcion detallada del esparcimiento multiple y
sus implicaciones en la absorcién de luz de los corales escleractineos, desafortunadamente
todavia no se ha hecho en las esponjas fotosintéticas. La presente investigacion es la primera
gue pone en evidencia el papel que juega el esqueleto de silice de la esponja en la eficiencia

de absorcién de luz de las cianobacterias simbiontes.

Nuestros resultados indican que la capacidad de transmision de luz del tejido
fotosintético de X. muta y de incrementar la absorcion de luz de las cianobacterias simbiontes

debe ser favorecida por un eficiente dispersor y transmisor de luz. De acuerdo con los
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resultados de Aizenberg et al. (2004) las espiculas del esqueleto cumplirian esta funcion por
su alto contenido de silice. Esos autores demostraron que las espiculas de Euplectella
aspergillum funcionan como excelentes fibras Opticas dado la constitucién de estas y por el
alto indice de refraccion que tiene el silice (1.45) respecto al del agua (1.33). Ademas,
recientes investigaciones han demostrado una alta capacidad de las espiculas para transmitir
eficientemente la luz hacia el interior de la esponja, favorecida por la especializaciéon de las
espiculas en el arreglo del esqueleto que en conjunto funcionan como un sistema colector de
luz (Brumer et al., 2008). Esta propiedad de las espiculas de silice le permite a X. muta
mantener suficiente actividad fotosintética de las cianobacterias incluso en expansiones del
tejido de mas de 10 mm de espesor (conulos) en condiciones de suficiente iluminacion de la
columna de agua. Observaciones realizadas al microscopio del tejido simbiético de X. muta,
asi como la iluminacién con laser, apoyan estas conclusiones ya que se ha podido constatar
que el esqueleto del tejido de X. muta funciona como una red de fibras Opticas gracias a las
espiculas de silice que le permite conducir y dispersar la luz lejanamente del punto incidente
(Anexo |, Fig. 31). De esta cualidad del esqueleto toman ventaja las cianobacterias al situarse

alrededor de las espiculas (Anexo |, Fig. 32).

La combinacién de estos organismos unicelulares tan eficientes con las propiedades
Opticas particulares del tejido de la esponja permite al holobionte X. muta generar un nuevo
organismo con eficiencias de absorcién de luz por unidad de pigmentos tan altas como las

descritas previamente para corales escleractineos (Enriquez et al., 2005).

Si bien estan claros los beneficios que esta relacion simbidtica aporta a las
cianobacterias, no son tan evidentes cuales pueden ser los beneficios que éstas le aportan a
un holobionte que mantiene un metabolismo heterotréfico. Este trabajo sugiere que aparte del
suplemento alimenticio que le pueden proveer las cianobacterias simbiontes a X. muta, es
importante considerar que otra de las ventajas que le aporta la actividad fotosintética al
holobionte es la produccién de O,. Mantener suficiente concentracion de O, en el tejido es
necesario para quemar el alimento y mantener suficiente actividad de las mitocondrias de los
coanocitos responsables de asegurar una actividad constante de bombeo en este organismo

filtrador.

Por otro lado, los beneficios que les proporciona la fotosintesis de los simbiontes a
esponjas y corales conlleva también un riesgo debido a que las tasas de absorcion de luz
pueden aumentar drasticamente al disminuir la poblacion de simbiontes, mas alla de la

capacidad de estos para usarla en fotosintesis, resultando en una fuerte produccién de
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especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species, ROS; Asada, 1996; Venn et al.,
2007). En corales simbiéticos, esta fragilidad del holobionte poco pigmentado podria explicar
los limites de tolerancia de la relacion simbiética ante situaciones de alto estrés luminico y
poca densidad de simbiontes y pigmento, es decir, el blanqueamiento de coral. En estas
condiciones los niveles de exposicion de luz de Symbiodinium spp. in hospite pueden
incrementarse de forma muy rapida y afectar a la produccion fotosintética (fotoinhibicion), lo
que va a conducir a altos niveles de estrés oxidativo en el tejido (produccion de altas
cantidades de ROS), que también afectan al hospedero y explicarian la expulsién drastica de

los simbiontes y el blanqueamiento de coral.

El estudio de las simbiosis y de los mecanismos fisiolégicos que explican sus
disfunciones no ha recibido la misma atencién todavia en las esponjas fotosintéticas, por lo
gue los resultados de este proyecto son de gran relevancia al mostrar por primera vez los
puntos posibles de convergencia con respecto a la simbiosis de coral pero también la
singularidad de la relacién simbidtica en esponjas. La alta eficiencia con la que colecta la luz
X. muta podria explicar parte del blanqueamiento que se ha observado en esta especie,
aungue todavia no se conoce/n la/s posibles causal/s que induce/n esta respuesta de
blanqueamiento en esta especie. De acuerdo a los resultados mostrados en este analisis se
observé que existe un gradiente de cambio en el tejido durante el proceso de blanqueamiento,
tanto de incremento del grosor del tejido simbidtico como de cambio del estado de las células
simbiontes descrito cuantitativamente por el dafio acumulado en su fotosistema Il (variaciéon
de AF/Fm’). Este comportamiento sugiere que la progresion del blanqueamiento en X. muta
pudiera ser cuantificada y monitoreada por los cambios en AF/Fm’ y en el grosor del tejido

simbi6tico que se van produciendo.

6.1.1 Anadlisis del efecto de la profundidad

Las poblaciones de X. muta analizadas en el presente trabajo fueron menos abundantes
(0.031 individuos/m?) en los arrecifes mas someros (<10 m), y mas abundantes (0.167 +
0.010 individuos/m® en los méas profundos (<30 m). Estos datos coinciden con las
abundancias reportadas por Berin y Callahan (2008) en los arrecifes profundos (25 m) de los
cayos de Florida (0.172 individuos/m?), donde se encontraron las mayores abundancias.
Aungue no sabemos cual es la profundidad donde se encuentran las mayores abundancias

de X. muta, puesto que esta especie logra distribuirse a mas de 70 m de profundidad, sélo
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podemos concluir de este estudio que su abundancia disminuye en las zonas someras (<10

m) y que esté ausente en profundidades menores a los 6 m.

La amplia presencia de X. muta a lo largo de toda la zona fética obliga a las
cianobacterias simbiontes a modificar el arreglo y composicion de sus antenas fotosintéticas
(ficoblisomas, PBS) para ajustar su respuesta fotoaclimatativa a la variacion ambiental de luz
que existe a lo largo de los gradientes de profundidad. Esta respuesta se encontré entre las
esponjas de 17 y 40 m, en las que se observé un cambio indirecto en la composicion de los
PBS reflejado en los picos de absorcion de la ficoeritrina | (PE I) y ficoeritrina Il (PE II). Se
pudo determinar en las esponjas de 17 m un pico maximo a 550 nm (PE I) y en las esponjas
de 40 m un pico maximo a 490 nm (PEIl; Fig. 13A). Este ajuste concuerda con la atenuacion
diferencial de las longitudes de onda del PAR en profundidad de las aguas del Atlantico
(Bahamas), donde las longitudes de onda entre 440 y 490 nm son las Ultimas que se
extinguen (Kirk, 2011). EI cambio en la proporcién relativa de los pigmentos del complejo
colector de las cianobacterias segun las cualidades de la luz ha sido demostrado previamente
en cianobacterias por diversos autores (Bennett y Bogorad, 1973; Tandeau de Marsac, 1977,
Wyman y Fay, 1986). Otro tipo de respuesta a la disminucion de la luz es el fuerte incremento
de la cantidad de pigmentos del tejido como se observd en la zona del atrio (cara interior) y

también en las esponjas de 40 m (Fig. 13B).

La combinacién de la alta eficiencia de absorcion de luz de las cianobacterias,
especialmente en la regiéon de la luz azul, que es la Ultima que se extingue en la columna de
agua alcanzando los 100 m de profundidad en aguas transparentes, con la especial habilidad
del esqueleto de silice de la esponja para transmitir, esparcir y amplificar localmente la luz, es
probable que expliqgue parte del éxito ecolégico de X. muta para colonizar zonas profundas.
La extraordinaria capacidad y eficiencia de absorcion de luz del holobionte permite seguir
manteniendo actividad fotosintética a grandes profundidades y en la parte interior del atrio de
organismos de gran tamafo, lo que puede ser fundamental para mantener una actividad

minima de bombeo de este importante organismo filtrador.

La capacidad de absorcion de luz determina la magnitud de la energia luminica que se
incorpora en el aparato fotosintético de un organismo, y que tiene el potencial de ser fijada
como energia quimica orgénica. Por ello, este parametro permite estimar la dosis de luz
absorbida y los limites de tolerancia ambiental del crecimiento y productividad de una
determinada especie o poblacion (Cayabyab y Enriquez, 2007). Asi mismo, la habilidad para

colectar luz y para transformar la energia absorbida en biomasa y crecimiento establecen los
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requerimientos minimos de luz de un organismo (MQR, minimum quantum requirements).
Este descriptor funcional (MQR) es de enorme importancia para determinar el limite de
distribuciébn en profundidad de una especie o morfotipo, y su habilidad para competir
exitosamente con otras especies (Cayabyab y Enriquez, 2007; Ralph et al., 2007). Esto es
cierto para organismos fotétrofos que dependen completamente de la fotosintesis para crecer,
pero en organismos mixotréficos como lo es X. muta no esta definido. Por otro lado Otto
Warburg en 1923 definié los requerimientos minimos cuanticos (1/@..) de la fotosintesis
como el nimero minimo de fotones necesarios para producir una molécula de oxigeno y, de
acuerdo con el modelo Z de la fotosintesis (dos fotosistemas unidos por una cadena de
transporte de electrones) este valor teérico minimo es de 8 fotones, cuatro por cada
fotosistema (cof. Govindjee, 1999). De acuerdo a nuestros resultados, X. muta presenta una
gran eficiencia en la produccién de oxigeno por medio de la fotosintésis (@n. = 0.11) muy
cercana al valor maximo teérico de 0,125 moles de O, producidos por mol de fotones
absorbido. No sabemos si la actividad fotosintética del holobionte cubre un porcentaje
importante de las necesidades troficas de la esponja, pero al menos es capaz de oxigenar
eficientemente el tejido con muy bajos niveles de luz para mantener la actividad mitocondrial

de la esponja.

Los resultados obtenidos de (1/ @, = 9.1) para la cara interna de la esponja, cercanos
al minimo tedrico que exige el modelo molecular de la fotosintesis, muestran la gran eficiencia
para utilizar la luz en fotosintesis que adquieren las cianobacterias en simbiosis con esta
esponja. Esto pudiera explicar en parte su gran habilidad de penetracién en profundidad, ya
gue si bien este parametro no determina los limites de distribucién en profundidad, si indica
gue en las zonas de luz limitante habra fotosintesis necesaria al menos, para mantener los
niveles de oxigeno de la actividad mitocondrial de los coanocitos. Por otra parte su
preferencial adaptacibn a sombra (ausencia en zonas someras <6 m) tendria que ser
explicada por el esparcimiento maltiple y los fuertes niveles de luz que el tejido fotosintético

llega a absorber en las zonas mas iluminadas.

6.2 Analisis Morfo-funcional de Xestospongia muta

Del andlisis morfolégico se encontré que en general X. muta no presenta cambios isométricos
entre sus dimensiones verticales (altura) y horizontales (didmetro del 6sculo) a lo largo de su

crecimiento. Asi mismo, al igual que McMurray et al. (2008) al analizar los valores de la
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pendiente (RMA andlisis) entre estas variables, en este estudio se encontré que el didmetro
del 6sculo cambia mas rapidamente que la altura. Estos autores ademas encontraron que el
diametro del 6sculo de X. muta crece significativamente mas rapido que el diametro de la
base, reflejando de esta manera un cambio de la forma cénica hacia la forma de barril a
medida que la esponja crece. Esto fue corroborado en las observaciones de campo,
fotografias y a partir de nuestro andlisis morfolégico. Sin embargo, en este trabajo
distinguimos tres morfotipos basicos de X. muta a lo largo de su crecimiento, la forma cénica,
la de barril y la forma de copa. La forma cénica presente en las esponjas mas pequefias
cambia hacia las otras morfologias pudiendo bien quedarse en la forma de barril o cambiando
hasta la forma de copa (Fig. 30). Los cambios en la talla y forma de X.muta son la expresion
combinada del desarrollo ontogenético y del ajuste ambiental del organismo (Niklas, 1994).
Las categorias de forma que hemos establecido (los tres morfotipos) son herramientas Utiles
de clasificacion pero corresponden a gradientes continuos de cambio que pueden definir
diferentes estadios de crecimiento (i.e. la forma de cono corresponde a un organismo joven),
pero también pueden ser resultado de cambios por la presién ambiental (p.ej. disminucion de
luz en profundidad) que exige diferentes ajustes morfologicos (i.e. forma de barril vs forma de
copa; Fig. 30).

Forma
(.LM.)

Ajusteambiental

-Luz

-Hidrodinamismo
-Disponibilidad de nutrientes
-Disponibilidad de O,

v

Tiempo (Tamario)

Fig. 30. Modelo de crecimiento de X. muta.

Asociado con la profundidad los resultados mostraron que: 1) el diametro del 6sculo fue
significativamente mayor en las esponjas profundas que en las someras (<20 m); 2) las
esponjas profundas cambian mas rapido el diametro del dsculo con respecto a la altura; y 3)
no hay una seleccién de morfotipo con la profundidad salvo en las esponjas grandes (>48 cm

de diametro del 6sculo), las cuales presentan una morfologia de barril en los sitios someros
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(<20 m) y una morfologia de copa en los sitios profundos (>20 m). Estos cambios en la
morfologia de X. muta tienen consecuencias muy importantes sobre la relacion superficie-
volumen de la esponja y, en consecuencia, sobre la contribucion de la fotosintesis de los
simbiontes al balance de carbono del organismo. Sin embargo, y a pesar de esta contribucién
de la simbiosis, X. muta present6 siempre un balance heterotréfico independientemente de su
morfologia. La forma de barril produjo los balances menos favorables para el cociente
heterotrofia/fototrofia, mientras que la forma de copa obtiene los balances méas favorables.
Por otra parte, los conulos que se observan en la cara exterior permiten extender fuertemente
el area de produccion de la simbiosis y disminuir significativamente el balance
heterotrofia/fototrofia (Fig. 22). De acuerdo a estas conclusiones, este estudio muestra por
primera vez que los cambios morfolégicos de los individuos de X. muta estan modulados en
buena parte por la luz para optimizar la fisiologia de la simbiosis y la actividad fotosintética en

el holobionte.

Sin embargo, no soélo la profundidad y los cambios en la disponibilidad de la luz
dominan en los ajustes morfo-funcionales de esta esponja. En este estudio se demuestra que
en algunas localidades se favorece el desarrollo de morfologias que permiten un mayor apoyo
de la actividad fotosintética en etapas tempranas del crecimiento de la esponja (organismos
de tallas pequefias tiene .M. >1), mientras que en otras localidades las tallas grandes siguen
manteniendo morfologias de barril (I.M. <1) en donde la actividad del tejido fotosintético es

menor relativo a la actividad respiratoria de la esponja.).

Que un ambiente favorezca el morfotipo de copa indica que X. muta requiere de mayor
apoyo de la simbiosis para su crecimiento. En profundidad solo el tamafio grande es
determinante de la seleccion del morfotipo de copa. En las zonas de cueva o pared donde X.
muta se encuentra creciendo horizontalmente también existe una seleccion del morfotipo de
copa (Fig. 25). En estos lugares, los beneficios del morfotipo de copa son independientes de
la profundidad, pues ocurren a profundidades menores a los 20 m, sin embargo, en esas

condiciones la disponibilidad de luz también es limitante.

Considerando que las cianobacterias simbiontes translocan carbono al tejido de X.
muta (Fiore et al., 2012), nuestros resultados apoyan la interpretacion de que los cambios
morfolégicos estdn en buena parte promovidos por la luz, al aumentar considerablemente el
area de produccion fotosintética, ya sea mediante el cambio general de forma o mediante
desarrollo de cénulos prominentes en la cara exterior de la esponja. Esto evidencia la alta

plasticidad morfolégica de X. muta, que de acuerdo con Miner et al. (2005) provee de uno de
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los mecanismos més efectivos que permiten a los organismos sésiles modificar su ambiente.
Ademas, la plasticidad fenotipica es particularmente importante para la sobrevivencia de
estos organismos, los cuales no pueden evadir las nuevas condiciones cambiantes mediante

el desplazamiento (Sara y Vacelet, 1973).

Xestospongia muta es un animal que se alimenta por filtracion y, por tanto, el
hidrodinamismo juega también un papel importante en el ajuste morfo-funcional de esponjas
gue no se debe ignorar. Carballo et al. (2006) determinaron que el hidrodinamismo es el
principal factor regulador de la morfologia en la simbiosis mutualista de la esponja Haliclona
caerulea y el alga Jania adhaerens en las zona mas someras de la bahia de Mazatlan
(Pacifico Mexicano). Sin embargo, también quedé demostrado que ambas especies
contribuyen a la forma del holobionte (Enriquez et al., 2009) en las zonas més profundas de
su distribucion, lo que sugiere que la plasticidad morfolégica de esponjas con simbiontes

fotosintéticos responde a las necesidades de cada una de las especies que lo conforman.

No obstante, mejorar la captura de la luz y produccion fotosintética podria ocurrir a
costa de su capacidad de alimentacion por filtracion (Wilkinson, 1992). Sin embargo, como se
ha indicado anteriormente, la extraordinaria capacidad y eficiencia de absorciéon de luz del
holobionte permite seguir manteniendo actividad fotosintética a grandes profundidades en la
parte interior del atrio de organismos de gran tamafio, lo que puede ser fundamental si no
para asegurar las demandas metabdlicas del holobionte, si para aportar el minimo oxigeno
gque se necesita para mantener la actividad de bombeo de este importante organismo filtrador

de los ecosistemas arrecifales del Caribe.
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7 Conclusiones

e El tejido de X. muta es un excelente dispersor y conductor de la luz, que
genera redes y circuitos de luz, lo que conlleva a una alta eficiencia de
absorcion de luz de las cianobacterias simbiontes.

¢ La alta eficiencia con la que absorbe vy utiliza la luz esta esponja, explica en
parte su menor abundancia en zonas someras, y también su amplia
distribucion a lo largo de la zona fética.

e Xestospongia muta siempre tiene un balance heterotrofico/Fototréfico mayor a
1, pero la contribucion de la simbiosis a su crecimiento y ajuste ambiental se
observa en los cambios de forma (barril y copa), ya que afectan fuertemente al
balance heterotrofia-fototrofia del organismo.

e Los conulos de la cara exterior juegan un rol importante para el incremento de
la eficiencia de absorcién de luz: 1) por favorecer su dispersion por medio del
fuerte aumento en grosor de la capa de cianobacterias; y 2) porque permiten
extender fuertemente el area de produccion de la simbiosis y disminuir
significativamente el balance heterotrofia/fototrofia.

e Los cambios morfologicos de X. muta estan, por tanto, influenciados o
promovidos por la luz, pero también por el apoyo que necesite el holobionte del
metabolismo fotosintético (fuente de carbono orgénico y/o oxigeno). Este
aumento se consigue al aumentar el area del tejido fotosintético en relacion al
volumen de la esponja, ya sea mediante el cambio general de forma y/o
mediante el desarrollo de cénulos prominentes en la cara exterior de la

esponja.
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ANEXO I

Fig. 31. Experimento realizado con laser sobre el tejido fotosintético de X. muta. A) Tamafio del puntero del laser
en una superficie negra y B- D) Fotografias mostrando la dispersién miltiple de la luz causada por el esqueleto de
X. muta. C y D) Observaciones en el microscopio estereoscopico a 1y 2.5 cm aproximados del punto incidente.

Fig. 32. Tejido fotosintético de X. muta. A) Arreglo de las espiculas del esqueleto y B) Cianobacterias inmersas en

las células de X. muta (CX).
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ANEXO II

M
Alvarez filip . Alvarez filip

Fig. 33. Fotografias de X. muta con diferentes grados de blanqueamiento (la zona de cénulos suele ser la mas
afectada)

Tejido blanqueado Tejido Sano

Fig. 34. Fotografias tejidos sanos y blanqueados de X. muta
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ANEXO III

Morfotipos Ejemplares Modelos
A |
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Fig. 35. Morfotipos con sus respectivos ejemplares en fotografia y modelos tridimensionales.
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Morfotipo B

conulos AreaTotal = A. real externa + A. interna
16cm

Volumen total= V. del cuerpo + V de cénulos o surcos

280 | + Iy X1e A-Total= 4659.27cm?
V. total = 6399.47cm?

17.3cm
érea ext.=1691.74cm? A=206cm? X 16 = Area real externa (3980 cm?)
Areaint.=679.273cm? V=43cm?® X 16 =

Volumen de cénulos totales (700.32cm?)
V. del cuerpo=5699.15 cm?®

Morfotipo D

Surcos

S S Es B sa/a

A.Total= 21,334cm?
__ V.total = 36,992cm?

32cm

Areaext.=6,135.212 cm? A=1,057.96 cm?X 16 = Area real externa (16,927.36 cm?)

Areaint.= 4,406.6 cm? V= 526.02cm* X 16 = Volumende surcos(8416.27cm? )
V. del cuerpo=28,575.74 cm?

Fig. 36. Forma de célculo del area y volumen del organismo entero, en morfotipo By D.
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