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l. Resumen

El conjunto de elementos que integran un coral (esqueleto, hospedero, simbiontes,
etc.), y la relacién que tienen estos elementos para su funcionamiento, le brindan
cualidades como la capacidad de regular la cantidad de luz que reciben, absorbiendo
una fraccion variable de esta irradiancia y transmitiendo, reflejando o dispersando el
resto de la luz. El objetivo del presente estudio fue describir las propiedades épticas en
el coral Favia fragum a dos fases de desarrollo con diferentes grosores esqueletales, el
juvenil y el adulto. Se utilizaron 35 juveniles (grosor menor a 0.5 cm) y 25 colonias
adultas (grosor mayor a 1 cm) para obtener espectros de transmitancia y reflectancia.
A partir de los espectros se estimé la absorbancia y absorptancia. Ademas, se analizd
el contenido de simbiontes y clorofila a, para estimar el coeficiente especifico de
absorcion. El valor de transmitancia en los esqueletos de juveniles fue cercano al 3%.
La reflectancia observada a 675 nm fue de 12% en adultos y 37% en reclutas,
resultando en valores de absorptancia de 62% y 88% respectivamente. Se encontrd
una menor densidad de simbiontes en juveniles que en adultos, con mayor contenido
de pigmentos por simbionte en los juveniles. El coeficiente especifico de absorcion,
indicé que los adultos son hasta 1.8 veces mas eficientes absorbiendo luz que los
juveniles. Se reconocié que con el incremento del grosor esqueletal se reduce la
pérdida de luz por transmitancia, que a su vez esta relacionado con el incremento en la
eficiencia de absorcion luminica del coral. Ademas se recalcd que hay una modulacién
inversa entre los pigmentos y las células simbidticas en corales con esqueleto grueso y
delgado, que influye en la eficiencia de absorcion de luz. EI componente esqueletal
manifiesta el incremento de la complejidad tanto morfolégica como intracelular durante

el crecimiento del coral.




Il. Introduccién

Los corales del orden Scleractinia son invertebrados marinos que pertenecen al Filo
Cnidaria y a la Clase Anthozoa (Goreau et al. 1976). Se encuentran formados por
unidades modulares funcionales llamados pdlipos (Jordan Dahlgren 1993) y mantienen
una importante asociacion simbiotica con dinoflagelados fotosintéticos del género
Symbiodinium (Muscatine 1967; Smith et al. 2005).

En esta asociacién el coral hospedero recibe productos fotosintéticos por parte
del dinoflagelado simbionte, principalmente glicerol, cubriendo el 95% de sus
necesidades metabdlicas (Muscatine 1990; Trench 1987, 1993), lo que contribuye
considerablemente a la formacién del esqueleto y al crecimiento del coral (Goreau
1959; Muscatine 1990; Colombo-Pallota et al. 2010). Asi mismo, los dinoflagelados que
habitan en el endodermo del hospedero aprovechan los nutrientes inorganicos y CO;
provenientes del metabolismo del coral y el ambiente luminico apropiado para la
fijacion fotosintética de carbono organico (Muscatine 1967, 1990; Harland et al. 1992;
Enriquez et al. 2005).

Esta simbiosis permite que la luz se vuelva un factor determinante en la
prevalencia de los corales con dinoflagelados fotosintéticos, regulando elementos de
su productividad, fisiologia y ecologia (Roth 2014). Debido a que los corales absorben
una fraccion variable de la irradiancia que reciben, el resto de la luz puede ser
transmitida a través del esqueleto del coral, reflejada o dispersada (Enriquez et al.
2005). De ahi que los corales escleractinios presentan adaptaciones morfolégicas para
maximizar la captacion de luz y la adquisicion de energia. En este sentido, el esqueleto
coralino funciona como una trampa de fotones al facilitar el esparcimiento multiple de la
luz (Enriquez et al. 2005). ElI campo de luz difuso que se produce dentro del esqueleto
del coral debido al esparcimiento multiple de la luz permite reducir el autosombreo de
los pigmentos, incrementando la probabilidad y eficiencia de absorcion de un foton
incidente por los pigmentos de los dinoflagelados (Enriquez et al. 2005).

También, los corales son capaces de adaptarse al ambiente luminico en el que
se encuentran, modificando la densidad de células simbiontes dentro del tejido y/o de
la cantidad de clorofila a dentro del simbionte, entre otras (Lesser et al. 2000; Stimson
et al. 2002; Enriquez et al. 2005).

Un indicador que ha permitido ponderar la eficiencia con que los dinoflagelados

simbiontes captan la luz, es el coeficiente especifico de absorciéon de la clorofila a




(a*chia), que se formuld inicialmente en estudios de dinoflagelados de vida libre o
simbiontes recién aislados del coral (Morel y Bricaud 1981; Kiefer y Mitchell 1983;
Dubinsky et al. 1984; Lesser et al. 2000; Stambler y Dubinsky 2005). Enriquez y
colaboradores (2005) fueron los primeros en utilizar el coeficiente a*cna para estimar la
eficiencia de absorcion de luz en corales adultos intactos en funcién de la densidad de
sus pigmentos y considerando las propiedades épticas del esqueleto (Enriquez et al.
2005, Rodriguez-Roman et al. 2006), resaltando que dichas propiedades son muy
importantes en la estimacion de esta eficiencia.

Anteriormente, se ha reconocido que durante el desarrollo y crecimiento de los
corales, hay un cambio muy evidente en la conformacion del esqueleto que marca una
relacion entre el numero de pdlipos, el diametro de la colonia y la altura de la misma
(Chadwick-Furman et al. 2000; Bramanti et al. 2005; Hatta y Ichikawa 2012). Por lo
que, en este estudio se plante6 describir las propiedades épticas de corales juveniles
de Favia fragum con esqueleto delgado (menor a 0.5 cm) y adultos de con esqueleto
grueso (mayor a 1 cm), y la implicacion de estas propiedades en la eficiencia de

absorcién luminica.

M. Hipotesis

El incremento en el grosor del esqueleto coralino modificara el campo luminico, por lo
que se reducira la pérdida de luz incidente por procesos de transmitancia en el
esqueleto grueso de corales adultos (mayor a 1 cm), incrementando la eficiencia de
absorcion de luz de estos organismos. En cambio en corales con un esqueleto delgado
como los juveniles (menor a 0.5 cm), la pérdida de luz por transmitancia a través del

esqueleto podria ser mayor por lo que afectara su eficiencia en la absorcion de la luz.




IV. Objetivos

General

Determinar si existe una diferencia funcional en la absorciéon de luz en corales con
diferente grosor esqueletal, empleando como ejemplo juveniles y adultos del coral

Favia fragum.

Especificos

Obtener juveniles de Favia fragum a partir del cultivo de larvas y reclutas en acuarios vy,

su mantenimiento hasta la etapa juvenil (un afio de edad).

Estimar el coeficiente especifico de absorcidén (a*cna), a partir de la obtencién de

espectros de reflectancia y el contenido de clorofila a en juveniles y adultos.
Determinar la pérdida de luz por transmitancia en los esqueletos de los juveniles.

Determinar las estrategias de captacién de luz a partir del coeficiente especifico de

absorcion, los componentes del tejido y el esqueleto en juveniles y adultos.




V. Material y método

Recolecta y cultivo de corales.

Durante el periodo de planulacion de la especie Favia fragum en marzo del
2013 (siete dias después de luna nueva), se obtuvieron larvas de 17 colonias adultas
(diametro mayor a 3 cm). Las colonias adultas utilizadas para las mediciones
posteriores, fueron recolectadas en la laguna arrecifal (20° 52' 4.9"N, 86° 52' 0.4"O) del

Parque Nacional Arrecife de Puerto Morelos, Quintana Roo (Fig. 1).
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Figura 1. Mapa del area de recolecta de Favia fragum. A. México, estado de Quintana Roo. B.
Quintana Roo, Puerto Morelos (cuadro rojo). C. Puerto Morelos, sitio de recolecta (estrella).

Los reclutas, originados a partir de las larvas de Favia fragum, fueron cultivados
hasta la etapa juvenil (un afo) en los sistemas de acuarios de la Unidad Académica de

Sistemas Arrecifales de la UNAM, en Puerto Morelos, con flujo abierto (capacidad:




1100 litros), salinidad del agua entre 35 y 36 UPS, con un intervalo de temperatura de

27° C a 32° C. Lairradiancia incidente fue regulada por mallas hasta atenuar un 40%.

Una vez que los juveniles lograron un area mayor a 0.2 cm?, un diametro de al
menos 0.5 cm y un grosor esqueletal entre 0.1 cm y 0.5 cm se iniciaron ensayos de las

mediciones de fluorescencia y propiedades 6pticas en juveniles y adultos.

Ensayos de mediciones de fluorescencia

Con el fin de monitorear la aclimatacién de los organismos se realizaron mediciones de
fluorescencia de la clorofila a del simbionte, utilizando un fluorémetro de pulso de
amplitud modulada sumergible (Diving-PAM, WALZ, Alemania), registrando la
reduccién maxima del rendimiento cuantico efectivo (quantum yield) del fotosistema Il
(PSIl, por sus siglas en inglés) a medio dia solar (AF/Fm’), con respecto a su
rendimiento maximo en la oscuridad (Fv/Fm) minutos después del atardecer (lglesias-
Prieto et al. 2004).

Durante estas pruebas se utilizaron 20 juveniles a los que se les realizaron
mediciones diurnas cada hora durante 6 dias, para determinar los ajustes adecuados
del fluorémetro probando diferentes intensidades y amplitudes de saturacién asi como
modificando la ganancia de la sefial electrénica. Para evitar detectar la fluorescencia
de algas adyacentes en cada medicion se emplearon cubiertas de goma EVA

(etilvinilacetato) negra, que solo dejaban al descubierto el area del juvenil a medir.

Ensayos de mediciones de propiedades 6pticas

Considerando que la reflectancia (R) es la fraccién de luz reflejada del total de luz
incidente; y la transmitancia (T) la fraccion de luz transmitida del total de la luz
incidente (Enriquez et al. 2005), se realizaron ensayos en los corales juveniles intactos

y sus esqueletos con el fin de lograr mayor precisién de estos valores.

Las mediciones de reflectancia (R) se realizaron en un arreglo optico
compuesto por una fuente de luz, la muestra (colonia de coral) y una fibra 6ptica
conectada a un espectrometro (Fig. 2A). Tanto la fuente de luz como el sensor se
colocaron a 45° con respecto al plano horizontal de la muestra. Para las mediciones las
colonias se mantuvieron dentro de un recipiente de color negro opaco sumergidas en

agua de mar (filtrada a 1 um) hasta 2 cm de profundidad. La distancia entre la muestra
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y la fibra optica fue menor a 1 cm (Fig. 2B). Se emplearon cubiertas de goma EVA
negra, que solo dejaban al descubierto el area del juvenil a medir. Este arreglo éptico
se mantuvo durante todas las mediciones de acuerdo con lo establecido por Enriquez
et al. (2005).

Con base en la obtencion de espectros de reflectancia de materiales de color
negro incluyendo: papel, mica, goma EVA vy plastilina; se seleccioné al material mas
opaco (plastilina: reflectancia del 2% a 675 nm) para ser empleado como cubierta para
evitar la reflectancia de algas adyacentes al coral, permitiendo dejar expuesta solo el

area del juvenil a medir.

Las mediciones de transmitancia (T) se obtuvieron en un arreglo vertical
integrado por una fuente de luz (Fig. 2C) colocada a una distancia de 15 cm sobre la
muestra. La muestra se mantuvo dentro de un recipiente de acrilico transparente con
agua de mar (filtrada a 1 um). Por debajo, a una distancia minima, se colocé la fibra

Optica, esta a su vez conectada a un espectrometro (Enriquez et al. 2005).

Tanto para las mediciones de reflectancia como de transmitancia se utilizé un
espectrometro (USB2000 Ocean Optics) conectado a una fibra 6ptica (400 pm de
didmetro) y se recurrié al software Spectra Suite para obtener espectros con intervalos
de 400 nm a 750 nm.

Asi mismo, los esqueletos de los juveniles se emplearon como referencia del
100% de reflectancia, con respecto a los corales intactos. En cada caso, la medicién se
realizé por triplicado girando la muestra en sentido de las manecillas del reloj para

obtener un valor promedio de cada parametro.

Figura 2. Medicién de propiedades opticas en juveniles. A. Arreglo 6ptico para la medicion de
reflectancia. B. Area de medicién del haz de luz reflejado. C. Arreglo vertical para mediciéon de
transmitancia.




Medicion de las propiedades Opticas

Para comparar las propiedades opticas entre juveniles y adultos de Favia fragum, en el
mes de febrero del 2014 se recolectaron 25 colonias adultas de F. fragum en la laguna
arrecifal de Puerto Morelos (Fig. 1C) con un diametro mayor a 3 cm (de acuerdo con
observaciones personales, ya que es posible observar la planulacion en colonias de
esta talla). Asi mismo, se utilizaron 35 colonias juveniles de las cultivadas previamente
en acuarios (con un area mayor a 0.2 cm?, un diametro de al menos 0.5 cm y un grosor
esqueletal entre 0.1 cmy 0.5 cm).

La aclimatacion de las colonias en ambas etapas de desarrollo se llevé a cabo
durante 20 dias en un acuario con condiciones de flujo abierto (capacidad: 150 litros)
con un recambio total del agua cada 1.5 h. Las colonias se mantuvieron en condiciones
de luz natural a una irradiancia del 40% del total de la luz incidente con un intervalo de
temperatura de 27° C a 31° C.

En juveniles y adultos se monitore6 la fluorescencia de la clorofila a del
simbionte utilizando un Fluorémetro de Pulso de Amplitud Modulada sumergible
(Diving-PAM, WALZ, Alemania) para medir la reduccion maxima del rendimiento
cuantico efectivo (Quantum vyield) del PSII (a medio dia solar AF/Fm’), con respecto a
su rendimiento maximo en la oscuridad (Fv/Fm) minutos después del atardecer
(Iglesias-Prieto et al. 2004) con el fin de obtener la presién maxima de excitacion sobre
el PSII (Qm) durante la aclimatacion y la fase experimental. Puesto que Qm es un
descriptor del desempefio fisiolégico (Iglesias-Prieto et al. 2004) y un indicador de
estrés en el simbionte (Roth et al. 2012).

A partir de los registros diarios de fluorescencia de la clorofila a del simbionte
respectivos a la eficiencia cuantica del PSII, se calculd la presion maxima de excitacion

del PSII (Qm) (lglesias-Prieto et al. 2004) con la férmula:
Qm= 1 - [(AF/Fm’) / (Fv/Fm)]

Donde AF/Fm’ es la reduccién maxima del rendimiento cuantico efectivo del
fotosistema Il al medio dia solar y Fv/Fm en la oscuridad minutos después del

atardecer.

Durante los cinco dias de mediciones se obtuvieron espectros de reflectancia y
transmitancia de 7 juveniles y 5 colonias adultas, empleando los arreglos descritos en

la seccion de ensayos, y se registré el grosor del esqueleto para cada muestra.




Finalmente, los organismos se preservaron a -70° C para analisis posteriores de la

densidad de células simbiontes y la concentracion de clorofila a.

La eficiencia en absorcion de luz se estimd con el coeficiente especifico de
absorcion de la clorofila a (a*cna) @ partir de su calculo con la siguiente ecuacion
(Enriquez et al. 2005):

a*chia= (D's75/p) In 10

Donde p es la densidad de clorofila a por unidad de area proyectada (seccion
transversal en mg/m?) y D'e7s es el valor de la absorbancia a 675 nm ya que a esa
longitud de onda se presenta uno de los picos maximos de absorcion de este
pigmento. Este mismo parametro se calculd para la densidad de Clorofila a tomando
como referencia los espectros de reflectancia (R) de los juveniles a 675 nm con la

ecuacion propuesta por Enriquez et al. (2005):
D*675: LOg1o (1/R) =- LOg10 (1-A)

La absorptancia (A), es la capacidad de absorcién de luz y fue calculada a partir
de los valores de reflectancia (R) y transmitancia (T) (Shibata 1969). Considerando que
la transmitancia de luz es minima en corales juveniles (con esqueleto delgado) puede
haber una pérdida de luz¥ y en corales adultos es nula debido al grosor de
esqueleto®, por lo que para identificar la posible variacion en el coeficiente a*cha en
juveniles se considerando ambas situaciones para el calculo de absorptancia;

excluyendo e incluyendo los valores de transmitancia.
M Si se considera T#0, entonces: A= 1-R-T,

(2) Si se considera T=0, entonces: A= 1-R

Analisis de muestras

Extraccion de simbiontes

Para la extraccién de simbiontes se empled la técnica descrita por Tytler y Spencer
(1983) y por Baird et al. (2006) para las muestras de corales adultos. El tejido de las
colonias adultas se desprendié del esqueleto con un aerégrafo (Paasche Millenium)
utilizando agua de mar filtrada hasta 50 um (AMF) y aire a presién. El tejido obtenido

se proceso6 con un homogeneizador de vidrio-teflon y se centrifugd a 9 g durante 5 min.




El pellet resultante se resuspendidé y en caso necesario se homogeneizd nuevamente y
se disolvié en 5 ml AMF. Por ultimo, cada muestra se dividié en cuatro submuestras de
1 ml, tres fueron destinadas para el analisis de clorofila a, y la otra para el conteo
celular. A ésta ultima se agregaron 100 pul de Lugol al 4% para la preservacion de las
células y posterior conteo. Las submuestras para la determinacion de clorofila a se
mantuvieron en refrigeracion para su procesamiento posterior. Todo el proceso de
extraccién de simbiontes se realizd sobre hielo para evitar la descomposicién de la

muestra.

Posteriormente, las técnicas fueron modificadas para las muestras de juveniles
de acuerdo a los requerimientos y al tamafo de muestra de los mismos. Las muestras
de juveniles fueron fragmentadas y unificadas (esqueleto y tejido) con un
homogeneizador de vidrio-teflén, utilizando 1 ml de AMF. Las muestras se procesaron
hasta ver el esqueleto triturado y sin tejido (1-3 min) manteniendo el homogeneizador
sobre una cama de hielo. La solucién de tejido obtenida se centrifugd a 9 g durante 5
min. El pellet resultante se resuspendié en AMF, usando un vortex y posteriormente se
dividié en 3 subreplicas de 0.5 ml cada una, dos para la determinacién de clorofila a, y
una para el conteo celular. A ésta ultima se agregaron 50 ul de Lugol al 4%. Las
submuestras para la determinacion de clorofila, se conservaron en refrigeracién (2 h)

para su procesamiento posterior.

Determinacion de clorofila a

Se empled la técnica de lIglesias-Prieto et al. (1992), tanto en adultos como en

juveniles, haciendo los ajustes necesarios de acuerdo al volumen de cada muestra.

Las submuestras de 1 ml derivadas de las colonias adultas se centrifugaron a 9
g durante un minuto. El sobrenadante se desech¢ y el pellet resultante se enjuagd con
1 ml de agua dulce y se centrifugd nuevamente. El sobrenadante obtenido se desechd
y el material sedimentado fue secado cuidadosamente. En condiciones de oscuridad a
cada muestra se agregaron 50 pl de dimetil-sulféxido (DMSO) y se agit6é hasta disolver
la muestra. Posteriormente se afadieron 950 pl de acetona fria (-20° C) al 100% y se
homogeneizé con un vortex. Los tubos se cubrieron con papel aluminio y se

almacenaron a 4° C durante 12 h.




En las muestras de juveniles, se realizé el mismo procedimiento, agregando los
reactivos en la misma proporcion, ajustados a un volumen de 0.5 ml en cada caso.
Finalmente, todas las muestras se centrifugaron a 1606 g durante 5 min y se determiné
la absorcion (630, 664, 750 nm), con un espectrémetro Ocean Optics, conectado a una
lampara de luz halégena DT-MINI-2-GS Ocean Optics y dos fibras épticas (400 um de
didmetro). Se emplearon dos cubetas de cuarzo de 1 ml y la referencia de solvente fue

una solucién de acetona:DMSO (95:5).

El calculo de la concentracion de clorofila se realizé6 por medio de las
ecuaciones propuestas por Jeffrey y Humphrey (1975) para dinoflagelados y algas
cafés:

[Chl a (mg-m2)] = (11.43*(Dees-Drs0)) — (0.64*(De30-Drs0))

Donde Dess ¥y Deso es la absorbancia medida a 664 nm y 630 nm
respectivamente. Dichas absorbancias fueron normalizadas sustrayendo a la

absorbancia medida, la absorbancia a 750 nm (Dzso).

Densidad de células simbiontes

Para el conteo de células se empled el método de Guillard (1973). La alicuota se
resuspendi® con un vortex y se realizaron conteos dobles utilizando wun
hematocitémetro (Enriquez et al. 2005).

La concentracion celular (Cél ml™") se calcul6 de la siguiente manera:
Célml'=TC x FD x 10*

Donde, TC es el promedio de células en 1 mm? (0.1 ul) de la camara de conteo,
FD es el factor de dilucién, es decir, el numero que indica la proporcion de la dilucién
de la muestra (segun fue el caso) y 10* es el factor de conversion de 0.1 ula 1 ml.

El nimero de células y la concentracion de clorofila a, se estandarizaron en
funcién del area de cada muestra. El area en los juveniles se determiné con del
software ImageJ 1.46r a partir de fotografias digitales. Para las colonias adultas se

determiné el area por medio de la técnica del papel aluminio (Marsh 1970).




Andlisis de datos

Una vez comprobados los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza de
los datos, se realizaron analisis de t-Student de los diferentes descriptores (densidad
de simbiontes, contenido de pigmentos por célula, absorptancia y coeficiente especifico
de absorcion de la clorofila a) con el fin de determinar si existian diferencias entre
adultos y juveniles.

Posteriormente, se realizaron analisis de correlacion entre los diferentes
descriptores para determinar el grado de asociacion de los mismos. Las pruebas
estadisticas fueron calculadas con un nivel de confianza del 95% utilizando el software

Statistica 7.1 y Sigma Plot 12.0 para la elaboracion de gréficas.

VI. Resultados

Ensayos de medicion de fluorescenciay propiedades 6pticas

Fluorescencia
A partir del monitoreo del rendimiento cuantico efectivo del PS Il (quantum yield) en los
ciclos diurnos, se determinaron los ajustes adecuados del fluorémetro. Asi mismo, se
registraron diferencias en la variacion diurna del rendimiento entre juveniles y colonias
adultas. (Fig. 3). Se observaron valores mayores en juveniles en comparacion a los
adultos. El patrén diurno mostré una reduccién maxima reversible correspondiente al
punto maximo de irradiancia durante el medio dia solar, evidenciando que al final del
dia los adultos no lograron recuperarse totalmente. En contraste los juveniles que

lograron una recuperacion similar a la del inicio del dia.
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Figura 3. Ciclo diurno de "~ juveniles, adultos de Favia fragum y —— Irradiancia de PAR.

Transmitancia
Los valores de transmitancia a 675 nm de juveniles intactos asi como del esqueleto de
Favia fragum fueron 0.7% y 3.0% respectivamente, a los 7 meses de edad (Fig. 4A).
En esta misma longitud de onda se observé un pequeno valle que indico la absorcion

de pigmentos residuales subestimando las lecturas de esta propiedad.

Reflectancia
Se identific6 como el material mas opaco a la plastilina negra con valor de reflectancia
de 2% a 675 nm (Fig. 4B), y fue utilizada como cubierta para evitar lecturas de las

algas adyacentes a la zona del coral durante la medicién.

Los valores de reflectancia, tanto de los esqueletos como de diferentes
juveniles intactos, no mostraron diferencias (Fig. 4C). En ambos casos se presento la
forma tipica de los espectros de reflectancia de acuerdo a Enriquez et al. (2005) con
una reduccion de la reflectancia en todas las longitudes de onda, siendo mas evidente
a los 675 nm por la absorcién de luz por la clorofila a del simbionte. A los 750 nm se

observaron valores de reflectancia del 90%.
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Experimento fluorescencia y propiedades épticas

La presiéon maxima de excitacion sobre el PSIlI (Qm) de juveniles y adultos inicialmente
mostrdé valores en intervalos muy dispersos (de 0.04 a 0.48) (n=35 juveniles, 25
adultos). Los valores fueron regulandose hasta los 20 dias cuando los valores oscilaron
en un rango menor con un promedio de 0.41 en juveniles y 0.36 en adultos. Durante la
fase experimental el valor promedio de Qm en los juveniles (0.47) se mantuvo por

encima del valor promedio en los adultos (0.38) (Fig. 5).
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Figura 5. Presion sobre el PSIl de ~ adultos y ¢ juveniles de Favia fragum durante los periodos
de aclimatacién y mediciones. Las barras de error indican la desviacion estandar.

Propiedades épticas
Los valores de transmitancia a 675 nm, obtenidos en corales adultos intactos y sus
esqueletos, fueron cercanos a cero. En los juveniles intactos fue de 0.65% * 0.4 (DE);
y en sus esqueletos de 2.8% + 0.1 (DE). Al ser valores relativamente bajos (<3%), los
calculos de absorcion se realizaron para ambas circunstancias; incluyendo vy

excluyendo los valores de transmitancia (Fig. 6A).

Los espectros de reflectancia mostraron que los juveniles intactos reflejan un
porcentaje de luz mayor que los adultos (Fig. 6B). Los valores de reflectancia
encontrados a 675 nm fueron significativamente diferentes entre los juveniles y adultos
(tc=22.894, gl=58, P=0.001) con un promedio de 37% y 12% respectivamente. Los

valores coinciden con uno de los picos de maxima absorcion de la clorofila a.
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Figura 6. Espectros de transmitancia y reflectancia en “ adultos y ° juveniles de Favia fragum

(A). Espectros de transmitancia en corales intactos y los esqueletos de V Juveniles, © adultos.
(B) Espectros de reflectancia en corales intactos.

Los valores de absorbancia y absorptancia estimados indicaron que los corales
adultos son capaces de absorber mas luz que los juveniles (Fig. 7A). Los valores de
absorptancia a los 675 nm fueron de 61-62% para juveniles y 88% para adultos (Fig.
7B). Entre los valores de absorptancia calculados incluyendo (+T) y excluyendo la
transmitancia (-T), se encontrd una diferencia del 1%, y para la absorbancia fue del

0.01, respectivamente (Fig. 7).
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Se determin6 que el 31% de la luz incidente (400-750 nm) sobre los corales
adultos es reflejada y el 69% es absorbida (Absorptancia), en el caso de los juveniles

absorben el 45% de la luz incidente y reflejan un 54%.
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Figura 7. Espectros de absorbancia (A) y absorptancia (B) estimada en ¢ adultos, ¢ juveniles

excluyendo los valores de transmitancia (-T) y  juveniles incluyendo valores de transmitancia
(+T) de Favia fragum.
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Densidad de pigmentos y células simbiontes
Se observaron diferencias significativas (t.=2.807, gl=58, P=0.00675) en el contenido
de clorofila a siendo mayor en los adultos (98.12 + 5.6 mg m) en comparacion con los
juveniles (78.37 + 4.3 mg m?) (Fig. 8A).

La densidad de simbiontes fue significativamente mayor (t.=9.567, gl=58,
P=0.000184) en juveniles que en adultos (11.17 x10° cél m2?y 28.58 x10° cél m?
respectivamente). Por ende, el contenido de pigmento por célula fue de 3.5 + 0.12 pg
chla cél' en adultos y 7.5 + 0.4 pg chla cél”" en juveniles (Fig. 8B) con diferencias
significativas (t.=-8.215, gl=58, P<0.000001). Estos resultados indican que las colonias
adultas poseen un mayor contenido de pigmentos y menor cantidad de células

simbiontes que los juveniles.
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Descriptores de absorcion de luz

Absorptancia

Los valores de la densidad de pigmentos por area y pigmentos por célula no
permitieron definir una relacion significativa con los valores de absorptancia de los
organismos (Fig. 9A-B). También se observd que, a densidades de pigmentos
similares, los adultos absorben una mayor cantidad de luz que los juveniles. Al mismo
tiempo se encontré una dispersion amplia de valores de absorptancia en juveniles,
correspondiente a un valor de densidad de pigmentos (por area o por célula), que
denotan una pérdida de luz por la variabilidad en la transmitancia, tanto para los
valores calculados considerando la transmitancia como para los valores calculados en

los que se excluyé esta variable.
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Referente a la absorptancia y la densidad de simbiontes, se encontré una
relacién potencial (R=0.707, R?=0.500, P<0.0001) (Fig. 10). Mostrando que los
juveniles presentan un amplio intervalo de absorcién de luz a los 675 nm entre 40% vy
80%, con valores de simbiontes bajos. Los adultos presentaron un intervalo de

absorcion entre el 80% y 100%, con densidades superiores de simbiontes.

Absorptancia (A)

0.2

0.0

T T T T T
0 1010 2x101° 3x10% 4x1010 5x1010 6x1010

Densidad de simbiontes (Cél m'z)

Figura 10. Relacién entre los valores de absorptancia y la densidad de células simbiontes,

+7) o(-T)

considerando la transmitancia y excluyendo los valores de transmitancia en

Juveniles y © Adultos de Favia fragum. — Tendencia potencial.

La relacién entre la absorcion de luz y el grosor de la colonia mostré una
tendencia logaritmica (R=0.830, R?=0.689, P<0.0001) (Fig. 11). Eso sugiere que la
capacidad de absorber luz esta directamente relacionada con el grosor del esqueleto;
mientras mas grueso es el esqueleto mayor es la absorcién de luz hasta llegar a un
punto maximo, donde el incremento en el grosor no cambia la absorcién de luz. Cabe
resaltar que en la etapa juvenil la absorcion es muy variable en pocos milimetros de
grosor esqueletal y en la etapa adulta se normaliza una vez alcanzado un mayor
grosor, logrando al mismo tiempo el nivel maximo de absorcion. Los valores de
absorptancia calculados en juveniles donde se excluyen e incluyen los valores de

transmitancia no presentaron diferencias significativas entre si.

26




Absorptancia (A)

0.0 T T T T T T T T T
00 02 04 06 08 1.0 12 14 16 18 20

Grosor esqueletal (cm)

Figura 10. Relacién logaritmica entre los valores de absorptancia y el grosor esqueletal de la
colonia, (+T) considerando la transmitancia y °¢T) excluyendo la transmitancia en Juveniles y
Adultos de Favia fragum. — Tendencia logaritmica.

Coeficiente especifico de absorcion a*

Se identificd una relacién logaritmica entre a* y la densidad de pigmentos de
juveniles (R=0.554, R?=0.308, P=0.0008) y adultos (R=0.835, R?=0.642, P<0.0001).
Los valores muestran que con las mismas concentraciones de clorofila a los adultos
son mas eficientes absorbiendo luz ya que el factor de amplificacion de a* de los
adultos se incrementa 1.7 veces respecto a los juveniles si no se considera la

transmitancia y 1.8 veces si este valor es incluido, con una diferencia del 6% (Fig. 12).
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La correspondencia entre el coeficiente especifico de absorcién de la clorofila a
y el contenido de pigmento por célula exhibieron una relacion logaritmica (R=0.6325,
R?=0.4001, P<0.0001) (Fig. 13). Estos datos acentlan que los adultos son mas
eficientes en absorber la luz con concentraciones de pigmentos menores a las

observadas en los corales juveniles.
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Figura 12. Relacién del coeficiente especifico de absorcion de la clorofila a y el contenido de
. Co (+T) . . e(-T) . .
pigmento por simbionte incluyendo la transmitancia y excluyendo la transmitancia en

Juveniles y © adultos de Favia fragum. — Tendencia logaritmica.

Respecto a los simbiontes, la relacidén logaritmica encontrada evidencié que los
adultos (R=0.762, R?=0.581, P<0.0001) y los juveniles (R=0.585, R?=0.342, P=0.0001)
mantienen tendencias desfasadas donde la eficiencia de absorcion de luz aumenta en
densidades de simbiontes reducidas y decrece con el incremento de la densidad de
simbiontes (Fig. 14). Nuevamente, se resalté a los adultos como los organismos mas
eficientes absorbiendo luz con una mayor densidad de simbiontes (Fig. 14) y con un
menor contenido de pigmentos por célula que los juveniles (Fig. 13). Los valores de a*
de juveniles calculados excluyendo e incluyendo los valores de transmitancia no

presentaron diferencias significativas en ninguna relacion.
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Figura 13. Relacion del coeficiente especifico de absorciéon de la clorofila a y la densidad de
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Se observd una relacién potencial entre el coeficiente especifico de absorcion y
el grosor esqueletal (R=0.760, R?= 0.579, P<0.0001) (Fig. 15A), donde la dispersion de
los datos en los juveniles nuevamente reflejé una variacion de los valores de
transmitancia, pues se obtuvieron los mismos valores de eficiencia de absorcion con

respecto a diferentes tamanos de grosor esqueletal.

La relacion de este mismo coeficiente con la transmitancia de luz en juveniles
con diferente grosor esqueletal indicé una tendencia logaritmica (R=0.784, R?= 0.615,
P<0.001) (Fig. 15B), mostrando que el incremento en los valores de transmitancia,
indican un decremento proporcional en el coeficiente a*, con una sobre estimacion del
4% entre los valores calculados sin transmitancia y los calculos incluyendo

transmitancia.

Lo anterior reveld el incremento de la eficiencia de absorcion de luz con el
aumento del grosor esqueletal y a su vez con la reduccién de la pérdida de luz por
transmitancia desde los esqueletos delgados en los juveniles hasta las colonias

adultas.

29




0.04
A

0.03 A

0.02

a* (mg chla m?)

0.01

0.00 T T T T T T T T T
00 02 04 06 08 1.0 12 1.4 16 18 20

Grosor (cm)

0.05

0.04

0.03 -

0.02

a* (mg chla m?)

0.01

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14

Transmitancia %

Figura 14. Relacioén entre el coeficiente a* con el grosor y la transmitancia esqueletal. (A) Coeficiente a* y
. . " . o . . (+T) .
grosor esqueletal entre juveniles y adultos. (B) a* y transmitancia % en juveniles incluyendo la

transmitancia y o(-T) excluyendo la transmitancia en Juveniles y = adultos de Favia fragum. — Linea de
tendencia potencial (A) y logaritmica (B).

30




VIl. Discusion

El hecho de que Symbiodinium cubra hasta el 95% de la demanda energética
del coral (Muscatine et al. 1981; Edmunds et al. 1986), antepone a la luz como un
factor muy importante del cual depende la productividad, algunos procesos fisiolégicos
y ecolégicos de corales (Roth 2014). Ademas, el éxito en la captacion de energia
luminica de estos organismos en ambientes someros y oligotroficos también es
explicado por el fendmeno de esparcimiento multiple de la luz dentro del esqueleto.
Dicho proceso ha dotado a los corales de una ventaja excepcional al incrementar la

eficiencia de absorcion de luz (Enriquez et al. 2005).

Los datos obtenidos demuestran que la eficiencia de absorcién no es la misma
durante el desarrollo del esqueleto de los corales; puesto que para las mismas
concentraciones de clorofila a los adultos de F. fragum son hasta 1.8 veces mas
eficientes (Fig. 12). Estos datos sugieren que el incremento en la captacién de luz
durante el desarrollo del coral no solo se explica por el contenido de clorofila a o de

simbiontes, sino también por el engrosamiento del esqueleto (Fig. 14).

Cabe remarcar que en este estudio, en los resultados reportados se consideré
las dos situaciones en donde la luz trasmitida en el esqueleto (2.8% + 0.1 (DE)) y
juveniles intactos (0.65% % 0.4 (DE)) fue excluida e incluida en los diferentes calculos,
resultando una diferencia entre los valores de absorptancia del 1% de sobreestimacion
cuando la transmitancia es excluida (Fig. 11), y cuando los valores de transmitancia de
los juveniles son incluidos hay un incremento en el factor de amplificacion de a*,
equivalente a un 6% (0.1) en la eficiencia de absorcion de luz, indicando que los
juveniles son 6% menos eficientes en la absorcién de luz que los adultos (Fig. 12). Esta
diferencia revela que la pérdida de luz por transmitancia, en pocos milimetros de grosor
(0.1-0.5 cm) y en un porcentaje relativamente bajo (0.65-2.8 %) tiene repercusiones
menores al 3% en la absorcién de la luz, como lo describe Enriquez et al. (2005), y
menores al 6% en la variacion del coeficiente especifico de a*. Por lo tanto, puede
excluirse el valor de transmitancia para los calculos de absorcién de luz en corales con
grosor esqueletal menor al 0.5 cm. De cualquier manera, los adultos poseen una mayor
eficiencia de absorcion de luz a causa del desarrollo de un mayor niumero de pdélipos y
el aumento en el grosor del esqueleto ademas de que el esparcimiento multiple a 750

nm es muy reducido. Estas caracteristicas permiten al coral adulto incrementar tanto la
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complejidad morfolégica de su estructura esqueletal como el area expuesta a la luz
incidente (Enriquez et al. 2005) en comparacion con el esqueleto pequefio y delgado

del juvenil.

Si bien los corales juveniles son capaces de absorber menos luz que los corales
adultos, el coeficiente especifico de absorcion encontrado en juveniles fue similar a los
registrados en estudios de fitoplancton y simbiontes aislados de coral aclimatados a
condiciones de baja luz (Dubinsky et al. 1984, 1986; Wyman et al. 1987; Lesser et al.
2000; Gonzalez-Guerrero 2011). Sin embargo, los juveniles de F. fragum alcanzaron
estos mismos coeficientes con una densidad de pigmentos hasta cinco veces menor
que la densidad de pigmentos reportada en las células libres de los estudios
mencionados. Es decir, el proceso se lleva a cabo de manera econdémica invirtiendo
menos recursos para obtener la misma eficiencia. La respuesta a esta funcionalidad
radica en la importancia del esparcimiento multiple de la luz aun en etapas tempranas
de desarrollo esqueletal. Si bien los simbiontes en los corales juveniles no son tan
eficientes como en los adultos, lo son en comparacion con los dinoflagelados de vida
libre. Los dinoflagelados simbiontes en los corales incrementan su capacidad y
eficiencia de absorber la luz disponiendo de una menor densidad de pigmentos gracias
a la presencia del esqueleto coralino y el fenédmeno del esparcimiento multiple de la luz

dentro del mismo (Enriquez et al. 2005).

A pesar de que los adultos y juveniles de Favia fragum se aclimataron bajo las
mismas condiciones de irradiancia, el contenido de clorofila a y la densidad de
simbiontes entre las fases de desarrollo fue diferente. Los adultos se distinguieron por
poseer una mayor densidad de células simbiontes respecto a la encontrada en
juveniles. Asi mismo, los juveniles presentaron una mayor densidad de pigmentos por
célula que los adultos. Esto sugiere que la funcionalidad del coral durante su
crecimiento difiere entre sus componentes como consecuencia al grosor esqueletal que
hasta ese momento ha desarrollado. Durante la etapa juvenil, el coral posee un
esqueleto delgado y de menor tamano, hay pérdida de luz por transmitancia y por lo
tanto los simbiontes en estos corales reciben menos luz, mientras que los adultos
desarrollan un esqueleto mucho mayor y mas grueso, de tal manera que incrementa el
esparcimiento multiple y se reduce en un 100% la pérdida de luz por transmitancia, en
comparacion con los juveniles cuya perdida de luz por esta via es posible en un

porcentaje minimo (esqueleto 2.8%, coral intacto 0. 65%). Lo anterior también indica
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que aunque los corales estuvieron bajo las mismas condiciones luminicas, los
simbiontes dentro del tejido de los juveniles se encontraron en condiciones luminicas

diferentes a causa de la pérdida de luz en sus esqueletos delgados.

En los juveniles, el contenido de pigmento por célula fue superior a 4.5 pg chl a,
lo que reflejé una disminucién en la absorptancia, indicando un “efecto paquete”. Esto
consiste en el auto-sombreo de los pigmentos fotosintéticos dentro de las células
disminuyendo la seccion transversal de absorcion optica (Enriquez y Sand-Jensen
2003; Enriquez 2005; Kirk 2010) que en conjunto con el esqueleto delgado y simple de

los juveniles provoco una eficiencia de absorcion de luz reducida.

Los adultos mostraron un balance en la densidad de simbiontes y el contenido
de pigmentos fotosintéticos por célula producido por el esparcimiento multiple de la luz
dentro de sus esqueletos, tal como se ha registrado en otras especies de coral y
pastos marinos (Enriquez 2005; Galindo-Martinez 2010; Teran et al. 2005), resultando
en concentraciones menores a 4.5 pg chl a. Esto contrarrest6 en gran medida el
“efecto paquete” para que finalmente la eficiencia de absorcion luminica en los adultos

resultara hasta 1.8 veces mayor que en los juveniles.

Por una parte, el monitoreo diurno del rendimiento cuantico efectivo del PSII,
indicé que tanto en los corales adultos como en los juveniles existe un decremento
reversible de la eficiencia cuantica efectiva del PSII. Sin embargo, cada fase de
desarrollo muestra una respuesta fisioldgica diferente ante el mismo estimulo de luz.
Los valores registrados para los adultos son mas pronunciados que en los juveniles, ya
que los adultos al ser mas eficientes absorbiendo luz, reciben mayor dafo al PSII de
sus simbiontes contrario al de los juveniles que absorben menor cantidad de luz. Y por
la misma razon, al finalizar el dia, los juveniles se recuperan mas rapidamente que los
adultos.

Por la otra, los valores de Qm (presidon maxima de excitacion sobre el PSIl) de
juveniles y adultos durante la fase de aclimatacion mostraron que el intervalo de estos
valores fue muy amplio, reduciéndose al final del periodo. Asi mismo, durante la fase
experimental los valores de Qm fueron cercanos a 0.5, lo cual de acuerdo con Iglesias-
Prieto et al. (2004) los corales adultos no presentan foto-inhibicién ni foto-limitacion, de
la misma manera que en los juveniles, éstos no se encuentran foto-limitados a pesar

de su capacidad reducida de absorber menor cantidad de luz que los adultos.
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Particularmente, para mantener altas tasas de productividad de los corales, el
PSIl de Symbiodinium es capaz de auto-repararse en condiciones normales cuando la
tasa de reparacion supera la tasa de dafio en condiciones de poca luz (durante la
noche) (Gorbunov et al. 2001). Al mismo tiempo, la alta eficiencia con la cual el coral
adulto colecta la radiacion solar durante el dia puede tener efectos negativos cuando el
organismo esta expuesto a condiciones estresantes y consecuentemente cuando la
tasa de dano excede la tasa de reparacion. Esta situacion perjudica cierto porcentaje
de los centros de reacciéon del PSIl (proteina D1) (Gorbunov et al. 2001) llegando a
foto-inhibirse y en un caso severo aunado a otras afecciones puede causar la muerte
del organismo (Enriquez et al. 2005). En este caso, el juvenil que presenta una menor
capacidad de absorcién de luz no puede sufrir facilmente un dano en el PSIl por
exceso de irradiancia solar, pero al percibir menos luz que el adulto, se aclimata de
manera semejante a corales adultos en ambientes de baja luz (Fitt et al. 2000; Anthony
y Hoegh-Guldberg 2003), incrementando la densidad y el contenido de pigmentos por

célula para incrementar su eficiencia y evitar la foto-inhibicion.

Cabe resaltar que la presente investigacion es la primera en tratar de describir
las propiedades Opticas de corales juveniles, ademas que brinda mas evidencias de la
importancia del esparcimiento multiple causado por el esqueleto coralino (Kuhl et al.
1995; Enriquez et al. 2005; Marcelino et al. 2013; Teran et al. 2010). Esto nos permite
saber que la eficiencia de absorcion de luz en adultos es mayor que en juveniles, como
se esperaba por poseer un esqueleto con mayor grosor esqueletal, e incluso que los
juveniles presentaron una mayor eficiencia de absorcion de luz en comparacién con
otros estudios de fitoplancton o células aisladas (Dubinsky et al. 1984, 1986; Wyman et
al. 1987; Lesser et al. 2000; Gonzalez-Guerrero 2011). Esto remarca la importancia de
poseer un esqueleto aunque delgado y pequefio como un elemento importante en el
proceso de absorcion de luz por los simbiontes en los corales, lo cual representa una
ventaja contra los organismos que no poseen un esqueleto. Al mismo tiempo la
produccién de un campo luminico mayor dentro del esqueleto modula el contenido de
células simbiontes y pigmentos como la clorofila a, logrando altos niveles de absorcion

luminica con el minimo de recursos posibles.

Los resultados en esta investigacion también sirven de modelo para otras
especies de corales escleractinios para describir el comportamiento y las capacidades

benéficas y daninas de absorcion de luz durante el desarrollo del esqueleto coralino.
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Ademas, el estudio de estas propiedades es importante para un mejor entendimiento
de la fragilidad de estos organismos y el analisis del efecto que produce la modificacion
de alguno de estos factores sobre corales juveniles y adultos. Como es el caso del
sindrome de manchas oscuras (Dark Spot Syndrome), que a pesar de la presencia de
tejido vivo de coral, se manifiestan como lesiones de color negro, marrén o purpura de
tamafo variable sobre la superficie del coral (Borger 2005, Renegar et al. 2008)
produciendo cambios en la colonia que pueden incluir una permanente coloracion
oscura del esqueleto (Renegar et al. 2008). Esta coloracién reduce en cierto porcentaje
la reflexion de luz dentro del esqueleto y por consecuencia se produce una reduccion
en la eficiencia de absorcién de la luz por el simbionte; lo que se relaciona con la
disminucién de la calcificacién en zonas afectadas (Renegar et al. 2008). Y en corales
con esqueleto delgado como los juveniles, este efecto podria ser destructivo
reduciendo aun mas la eficiencia de absorcién de luz para sus funciones metabdlicas y
finalmente causandole la muerte por la inhibicion de la fotosintesis, la falta de
calcificaciéon, sobre crecimiento algal y la competencia contra depredadores. Por otra
parte, también se sabe que la pérdida total o parcial de simbiontes en el tejido de coral,
durante un evento de blanqueamiento implica un efecto negativo en la eficiencia de
absorcion de radiacion ultravioleta causando dafos al ADN en corales adultos tal como
lo indica Guendulain-Garcia (2014), debido a la eficiencia con que se absorbe la luz en
todas longitudes de onda, especialmente la radiacion ultravioleta. En estas
circunstancias los juveniles tendrian un dafo al ADN menor que el causado en adultos,
debido a su esqueleto delgado. Sin embargo, los juveniles podrian verse mas
afectados por la reduccidon de sus simbiontes que tendria un efecto negativo en la
absorcion de luz para sus funciones metabdlicas y su supervivencia para llegar a
formar parte de la comunidad coralina. Estos efectos nocivos para el coral juvenil son
causados principalmente por la inmadurez del esqueleto, cuyas propiedades indican un
menor porcentaje de dispersion de la luz dentro del esqueleto en comparacion con el

esqueleto del adulto.
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VIll. Conclusiones

Se determiné una diferencia en la absoptancia y el coeficiente de absorcion de la
clorofila a entre corales juveniles y adultos, siendo mayor los valores encontrados en
corales adultos en ambos casos. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren
que la eficiencia de absorcion se incrementa en corales adultos, llegando hasta 1.8
veces mas eficientes que los corales juveniles.

Este incremento en la eficiencia de absorcién es explicado por el grosor del esqueleto.
Los esqueletos delgados caracteristicos en los corales juveniles, poseen una
transmitancia de luz menor al 3%, sin embargo esta pérdida de luz es suficiente para
reducir el efecto de la dispersion muiltiple y la eficiencia de absorcion.

La modificacion en las propiedades 6pticas de los esqueletos de corales juveniles y
adultos, representa una diferencia en el contenido de simbiontes y clorofila a en ambas
etapas; los corales juveniles mantienen una densidad de simbiontes alta, con bajo
contenido de clorofila a por célula; mientras que los corales adultos conservan la
densidad de simbiontes baja, con alto contenido de clorofila a por célula.
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