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CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LAS ALGAS CORALINAS (RHODOPHYTA), ABSORCION
DE Luz, FOTOSINTESIS, Y CALCIFICACION: UN ANALISIS COMPARATIVO EN TRES
MORFOLOGIAS

RESUMEN

Las algas coralinas, son macroalgas rojas cuya caracteristica principal es la cantidad de
carbonato de calcio (Mg-CaCOs) que se precipita en sus paredes celulares (>80% de su
peso total). Se reconocen tres tipologias basicas de estas algas: 1) las incrustantes que se
adhieren en el sustrato y toman la forma de éste, formando una estructura tipicamente
en dos dimensiones; ii) los rodolitos, algas que no se adhieren a un sustrato (de vida
libre) y que llegan a formar estructuras morfologicamente complejas en tres
dimensiones, y iii) las algas coralinas articuladas, que se adhieren un sustrato y
desarrollan morfologias complejas en tres dimensiones pero su caracteristica principal
son las uniones flexibles -no calcificadas- que presentan sus ramas y que les permiten
formar doseles complejos. Este grupo de algas estd presente en la mayoria de los
ecosistemas costeros y habitats marinos. Ademads, algunas especies estas algas son
fundadoras y generan hébitats, por lo que pueden formar comunidades de alta
diversidad, también pueden ser sustrato especifico para el asentamiento de larvas de
algunos invertebrados (p. ej. corales y abulones) y, en algunos ecosistemas son
contribuyentes importantes a los balances de carbono. En arrecifes coralinos,
ecosistemas de alta productividad y extraordinario valor econdmico, las algas coralinas
forman la estructura arrecifal secundaria, consolidando y cementando el arrecife vy,
promueven el funcionamiento del mismo al incrementar el reclutamiento de corales y la
biodiversidad. En algunos casos son capaces de ser los principales constructores
arrecifales. Actualmente, las algas coralinas se encuentran amenazadas por fenomenos
globales como la acidificacion y el aumento de temperatura del océano y dado el papel
fundamental que desempeian en el arrecife coralino, evaluar el impacto de ambas
amenazas es necesario para predecir adecuadamente las implicaciones futuras que su
afectacion tendra sobre este ecosistema. Aunque algunos autores sugieren que el futuro
de estas algas puede estar ya comprometido, analisis recientes indican que la
variabilidad de respuestas entre especies es muy grande, y, por tanto, la atribucion al
cambio climatico de los efectos adversos documentados no es tan clara. Un mejor
entendimiento de los mecanismos fisioldgicos afectados por estas amenazas globales,
pudiera esclarecer estas observaciones. En este contexto, la fotobiologia de las algas
coralinas todavia no ha sido bien documentada y es necesaria para determinar muchas
de las limitaciones y habilidades funcionales de este grupo, particularmente las
relacionadas con el uso mas o menos eficiente de la luz y su posible relacion con las
formas de crecimiento de las algas coralinas. Un mejor entendimiento de la fotobiologia
de las especies de este grupo, también pudiera explicar las diversas respuestas ya
documentadas de estas algas frente al cambio climatico. En el arrecife de Puerto
Morelos, Quintana Roo, México, area natural protegida, se encuentran presentes las tres
formas de crecimiento de algas coralinas con nichos contrastantes: el rodolito
Neogoniolithon sp. que es comun en la laguna somera arrecifal, el alga articulada
Amphiroa tribulus y el alga incrustante Lithothamnion sp. ambas de zonas mas
profundas y menos iluminadas, pero esta ultima nunca recibe iluminacion directa pues
crece en los lados o por debajo de las cabezas de coral Orbicella sp. Esto representa una
oportunidad Unica para evaluar en estas algas el poder explicativo que tienen diferentes
patrones morfo-funcionales en su capacidad de adecuacion al ambiente, diversificacion
de nicho y robustez de su respuesta ante determinadas perturbaciones ambientales.



En esta tesis doctoral se realizo una caracterizacion fisiologica comparativa de cada una
de las tres morfologias de algas coralinas para evaluar y entender los efectos del cambio
climatico sobre la fisiologia de estas algas y desarrollar asi, un modelo fisiologico
comun que lo explique, utilizando informacion generalmente ignorada. Esta
informacion incluye la descripcion de sus propiedades de absorcion de luz y su
estructura fotosintética y del talo, asi como también descripciones y respuestas de su
metabolismo (fotosintesis, respiracion y calcificacion) frente a factores ambientales y
sus acoplamientos metabolicos. En este sentido, se partié de un analisis morfo-funcional
que describio la dependencia que existe entre la capacidad (A, absorptancia) y la
eficiencia de absorcion de luz de los pigmentos (a*pigm, m’ pigm™") y biomasa (a*y; m?
g PS™) a la estructura del talo: contenido de pigmentos y masa especifica del talo
(TMA, gPS m? ). El analisis morfo-funcional establecié que la mayor a*), alga
incrustante le permite generar talos muy delgados y virtualmente le permite crecer
debajo de colonias de coral en ambientes limitados por luz, mientras que la alta
capacidad y a*pigm de los rodolitos les permiten ser mas exitosos en ambientes
arrecifales que no tienen sustrato consolidado y de mayor iluminaciéon, donde generan
tejidos mas gruesos. El éxito de las algas articuladas puede ser explicado dada su
capacidad bifacial del talo, capaz de presentar caracteristicas funcionales de rodolitos e
incrustantes. Este trabajo también determind que la presencia de un esqueleto de
carbonato permite incrementar significativamente la capacidad y eficiencia de absorcion
de luz de las algas coralinas. Un andlisis fisiologico detallado reveld también que la
forma de crecimiento y las caracteristicas estructurales condicionan importantes
diferencias en la fisiologia fotosintética y de calcificacion de las algas coralinas, y es
¢ésta fisiologia la que también es capaz de explicar la distribucion de estas algas en el
habitat arrecifal en funcion de gradientes ambientales en la intensidad de luz. Asi, el
rodolito Neogoniolithon sp. presenta una fisiologia de alta luz y las mayores tasas
metabolicas por unidad de area mientras que el alga articulada Amphiroa tribulus una
fisiologia de baja luz que no compromete su metabolismo en alta luz. Es esta alga
ademas la que es capaz de generar los doseles mas “grandes” lo que le da una ventaja al
poder ser mas productiva por individuo. El alga incrustante Lithothmanion sp. presenta
una fisiologia especialista a muy baja luz que es necesaria para mantener balances de
carbono positivos en limitacion de luz, donde ninguna otra puede hacerlo. Asimismo, se
encontrd un acoplamiento metabdlico entre las tasas de calcificacion y de fotosintesis,
que fue descrito con un modelo sigmoidal. De manera muy importante, esta asociacion
determind la actividad fotosintética minima que necesita el talo para calcificar, que es
fundamental para entender el impacto ambiental de cualquier estrés sobre la
calcificacion, a través de los impactos sobre la fotosintesis coralina. También se
evidenciaron respuestas diferenciales del metabolismo coralino en funcion de cambios
en la temperatura, que se reflejan en umbrales térmicos y factores de escala (Qjo)
distintos para cada especie y tasa metabdlica. Por ejemplo, el rodolito fue la especie
menos sensible al estrés térmico y capaz de incrementar su produccion por area (Pqx)
mucho mas rapido al aumentar la luz y la temperatura en comparacion las otras
especies. Toda esta informacion permitid sentar las bases necesarias para determinar y
entender el efecto del aumento de temperatura (+2°C sobre promedio maximo de
verano) y una reduccion de pH (-0.2 unidades) sobre la fisiologia coralina, para
discernir entre los efectos directos y combinados de cada factor, ademas de entender
mejor el papel de la luz y la inhibicion de la fotosintesis en esta respuesta. La
aproximacion experimental evidencid la alta sensibilidad de las algas coralinas al
fotodafio durante el estrés térmico y las dramaticas consecuencias de ello sobre sus tasas
de fotosintesis y de calcificacion del talo. También permitié explicar diferencias entre



las especies en su sensibilidad al estrés térmico a través de su diferente susceptibilidad
al estrés luminico y al fotodafio, que fueron mayores en las algas articuladas e
incrustantes. No obstante, los niveles moderados de estrés luminico similares al control
experimental durante la exposicion a pH reducido, no indujeron ningtn fotodafio, por lo
que no se observd ningun impacto sobre la fotosintesis aunque, si se observd un
moderado efecto adverso sobre la tasas de calcificacion. La informacion generada con
esta tesis permitid explicar la segregacion de nicho de las algas coralinas en el ambiente
arrecifal, y la importancia del uso de la luz en ello. También permitié concluir que el
calentamiento global es una amenaza mucho mayor sobre la fisiologia coralina en
comparacion a la acidificacion del océano, en particular en habitats muy iluminados
como el arrecife de coral. El modelo fisiologico cuantitativo desarrollado aqui para
estimar el impacto del estrés térmico en la produccién de carbonato de estas algas,
permitird predecir el impacto del calentamiento global sobre la contribucion bioldgica
de las algas coralinas en los arrecifes de coral, pero no puede todavia describir el
impacto moderado del bajo pH sobre la produccion de carbonatos



PHYSIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF CORALLINE ALGAE (RHODOPHYTA), LIGHT
ABSORPTION, PHOTOSYNTHESIS, AND CALCIFICATION: A COMPARATIVE ANALYSIS IN
THREE MORPHOLOGIES

ABSTRACT

Coralline algae are red macroalgae characterized by the amount of calcium carbonate
(Mg-CaCOs) precipitated on their cell walls (>80% of their dry mass). Three main
typologies of these algae are generally known: 1) crustose coralline algae (CCA), able to
attach to the substratum and normally develop a two-dimensional crust along this
surface, i1) rhodoliths, free-living (unattached) algae which may form complex three-
dimensional thalli, and 1iii) articulated algae, which form complex branched
morphologies but are characterized by the presence of flexible —non-calcified- joints
between calcified segments, allowing them to create complex canopies. Coralline algae
are virtually present in almost every coastal ecosystem and marine habitats.
Ecologically, they are known to be ecosystem engineers by creating highly diverse
communities, they are also specific substrate for some invertebrate larvae settlement (e.
g. corals and abalone) and in some ecosystems, are the main contributors to the carbon
budgets. In coral reefs, which are highly productive ecosystems of extraordinary
economic value, coralline algae are able to form the secondary reef structure,
consolidating and cementing the reef and, promoting reef functioning by enhancing
coral recruitment and biodiversity. In some specific cases, they are also able to form the
primary carbonate framework (reed-builders). Currently, global stressors, specifically,
ocean acidification (OA) and increasing seawater surface temperature (OW) are
threatening coralline algal performance in key ecosystems such as coral reefs. Given the
key role of these algae in this important ecosystem, it is necessary to evaluate on them,
the effect of both, ocean acidification and ocean warming, in order to accurately predict
the potential future implications for coral reefs. Although some authors concluded that
the future of coralline algae is compromised, recent findings have shown a large
variability of responses while testing for effects global change, therefore, the attribution
of the effects of global change is not as clear as previously thought. A better
understanding of the physiological mechanisms being affected by these global threats
may elucidate these observations. Within this context, the photobiology of coralline
algae has been poorly documented and is necessary to determine many of the functional
abilities and limitations of species belonging to this group, particularly those related to
the efficiency of light utilization, and the possible relation to a particular growth form.
A better knowledge of the photobiology of this group, may also explain the diversity of
documented responses in previous studies evaluating the effect of global change. In the
fringing reef of Puerto Morelos, Quintana Roo, México, the three main growth forms of
coralline algae are present in the reef community, however with contrasting niches: the
rhodolith forming species Neogoniolithon sp., a common species in the shallow reef
lagoon; the articulated algae Amphiroa tribulus and the CCA Lithothamnion sp., both
thrive in deeper areas of the reef and in less illuminated environments, specially the
latter growth form, since it is commonly found growing on the sides or underneath the
coral colonies of Orbicella sp. and thus, never receives direct sunlight. This represents a
unique opportunity to evaluate the explanatory power of different morpho-functional
patterns in the fitness capacity of corallines to the environment, niche diversification
and biological robustness to specific environmental perturbations. In this doctoral
thesis, a comparative physiological characterization of each of the morphologies of
corallines was made to evaluate and to understand the effects of global change on their



physiology. This characterization will allow the development of a common explanatory
physiological model for these responses, using key information overlooked until now.
This information includes the description of coralline algae light absorption properties,
their photosynthetic—thallus structure, as well as descriptions and responses of their
metabolism (photosynthesis, respiration and calcification) to different environmental
factors and their metabolic couplings. Initially, in a morpho-functional analysis, the
description of the dependence of the capacity (A, absorptance) and efficiency to absorb
light either by pigments (a*pigm, m? pigm™) or biomass (a*y; m> g PS™) to the thallus
structure (pigment content and thallus mass area, TMA, gDW m™) was assessed. This
morpho-functional established that the highest a*\ expressed for the CCA, allows this
species to generate thin thalli and virtually, inhabit light limited habitats, whereas the
larger capacity and pigment absorption efficiency of the rhodolith allows this species to
be successfully in unconsolidated highly illuminated environments where it can develop
thicker thalli. The success of articulated algae may be explained by their bifacial
capacity of their thalli to functionally behave as a rhodolith or CCA. This study also
revealed that the presence of a calcium carbonate skeleton significantly enhances light
absorption capacity and efficiency. Moreover, a detailed physiological description of
their photobiology revealed that growth form and structure of coralline algae, constraint
important differences in coralline photosynthetic physiology and calcification, and these
differences are able to explain the distribution of this algae within this reef along a
environmental gradient of light intensity. Therefore, the rhodolith Neogoniolithon sp.
shows a high-light adapted physiology and the highest metabolic rates per unit area,
whereas the articulated algae a low-light adapted physiology which does not
compromise its metabolism under high light, and more over this species showed the
greatest capacity to form complex canopies and this the ability to increase production
per individual. Lithothamion sp., the CCA studied here, presents an extremely low-light
physiology, needed to maintain positive carbon balances under light limitation.
Furthermore, a metabolic coupling between photosynthesis and calcification rates in the
three species studied was described, explained by a non-linear sigmoidal model. From
this important association, it was determined the minimum photosynthetic activity
required for thallus calcification, which is fundamental to understand the impact of any
environmental stressor on calcification through its impact on photosynthetic activity.
Coralline algae species also showed a differential response of their metabolism in
relation to increasing temperature, reflected in different thermal thresholds and
metabolic scaling factors (Q;9) between species and metabolic rates. For example, the
rhodolith Neogoniolithon sp. showed the lowest sensitivity to thermal stress and is able
to increase its production per area faster with increasing temperature in comparison to
the other species. The information generated previously, sets the physiological basis to
determine and to understand the effect of increasing seawater surface temperature (+2°C
over the summer maximum average) and a pH reduction (0.2 units) over coralline
performance, to discern between the direct and combined effects of each of the factors.
The experimental approach allowed gaining a better understanding of the role of light
and photosynthesis inhibition in this physiological response to global change. The
approximation used revealed the high sensitivity of coralline algae to photodamage
during thermal stress and the dramatic consequences of this, on photosynthesis and
calcification rates. These observations allowed explaining that the differences observed
among species are due to a differential sensitivity to light stress and photodamage,
which were more pronounced in articulated and CCA. Nevertheless, the moderate lights
stress levels similar to control conditions under reduced pH did not have any
consequence on photosynthetic rates or induced any level of photodamage, but it had a



significant but moderate adverse effect on calcification rates. The information generated
in this thesis, provides the explanation of the niche segregation of coralline algae in this
particular reef and the importance of light utilization in it. It also allowed to conclude
that global warming is a larger threat over coralline physiology than ocean acidification,
particularly in highly illuminated habitats such as coral reefs. The quantitative
physiological model developed here to estimate the impact of thermal stress in
carbonate production, will allow predicting the impact of global warming on the
biological contribution of coralline algae in coral reefs. Nevertheless it cannot yet
describe the moderate but adverse impact of reduced pH on this production
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Caracterizacion fisiologica de las algas coralinas. Vasquez-Elizondo RM 2016

Capitulo 1: Marco tedrico

1.1. Introduccion general

1.1.1. Algas coralinas: caracteristicas generales

Las algas coralinas es un grupo de macroalgas rojas (Rhodophyta) que cuenta
con 674 especies comprendidas en dos Ordenes taxonomicos Corallinales y
Sporolithales (Guiry & Guiry 2013). Su caracteristica principal es la presencia de
carbonato de calcio (CaCO;) en las paredes celulares de sus células vegetativas
(Johansen, 1981). La evidencia sugiere que la precipitacion del CaCOs (calcificacion)
ocurre bajo un estricto control metabolico y se promueve por la luz y la fotosintesis,
pero las bases mecanisticas de este control bioldgico todavia se desconocen (Pearse,
1972; LaVelle, 1979; Borowitzka & Larkum, 1987; Bilan & Usov, 2001). El mineral
formado es calcita enriquecida en magnesio y llega a ser mas del 80% de su peso seco
(Johansen, 1981; Bilan & Usov, 2001), lo que les da soporte y proteccion frente a la
herbivora y oleaje (Steneck & Martone, 2007). Este mineral ademas les da una gran
importancia ecoldgica, pero también, fuertes restricciones ecoldgicas como bajas tasas
de crecimiento y una distribucidon algunas veces especializada en nichos particulares
(Littler, 1980; Littler, 1981; Steneck, 1986; Foster, 2001).

Este grupo es morfologicamente diverso y se han descrito diversas formas de
crecimiento y categorias de agrupacion para estudiarlo (Johansen, 1981; Woelkerling,
1988; Woelkerling et al., 1993). Simplistamente se pude dividir en no geniculadas -
todas las células vegetativas tienen CaCOs- y geniculadas -presencia de articulaciones
(geniculas) flexibles no calcificadas- (Johansen, 1981). Un alga coralina no geniculada
puede adherirse al sustrato y desarrollar una costra incrustante de dos dimensiones y
tomar la forma del sustrato que ocupa (Fig. 1), por lo que la razon de la superficie total
del talo relativa al area de sustrato es comunmente de 1. Este descriptor, comin en el
ambiente terrestre se conoce como el Leaf Area Index (LAI por las siglas en inglés
(Watson, 1947; Hay, 1986; Enriquez & Pantoja-Reyes, 2005) y fue desarrollado en
agronomia para determinar la produccion méaxima de un cultivo asociada a un valor
optimo de LAI Esta costra inicialmente de dos dimensiones puede incrementar su grado
de complejidad morfologica a través de protuberancias o ramas y crecer en tres
dimensiones, pero su terminologia es distinta (Woelkerling, 1988; Woelkerling et al.,

1993). Algunas especies son capaces de crecer sin adherirse a un sustrato, caracteristica
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denominada “de vida libre” y las algas con esta caracteristica son llamadas rodolitos o
mderl 'y no necesariamente representa una morfologia, por lo que se emplean
terminologias distintas para estos organismos “libres” (Woelkerling, 1988; Foster,
2001). Por ultimo, después de desarrollar una costra y adherirse al sustrato, un alga
articulada crece erecta y tridimensionalmente con un grado de ramificacion y
complejidad morfologica elevado. La presencia de las articulaciones flexibles (Fig. 1)

hacen que su LAI sea mayor que 1 (Johansen, 1981; Algarra & Niell, 1987).

Figura 1. Morfologias y categorias tipicas de

algas coralinas.

Algas incrustantes (a, b y c); rodolitos (d-g) y articuladas
(g y h). Notar en a y b, la presencia de sustrato (flecha) y
comparar con d-g (vida libre). Notar en b y ¢, un
incremento en la complejidad morfologica en comparacion
de a. Notar diferentes formas de crecimiento en rodolitos:
abultada (d); foliosa (e); fructifoliosa (f) y fructicosa (g).
Notar en g articulaciones (flecha negra) y en i) el
incremento del LAI en el alga articulada. Nomenclatura:
Woelkerling et al. (1993). Imagenes: (a-c), Harvey et al.
(2005); (d-f): Riosmena-Rodriguez et al. (1999); (g-i):

Internet.

1.1.2. Importancia ecologica: habitat y distribucion

El grupo de las algas coralinas puede considerarse cosmopolita. Habitan en los
tropicos, zonas subpolares y templadas y desde la zona intermareal hasta el submareal
profundo (Johansen, 1981; Foster, 2001). Dentro de la zona fotica las algas incrustantes
son elementos clave de la mayoria del sustrato rocoso sub e intermareal y junto con
algas articuladas son comunes en zonas de alto impacto de agua (crestas arrecifales o
rompientes intermareales), pero no es la regla. Ademads, muchas algas articuladas son
componentes importantes de zonas templadas mientras que los rodolitos se restringen a
condiciones de moderado movimiento de agua y sustrato arenoso (Foster, 2001; Steneck
& Martone, 2007). Las algas coralinas habitan ademds contrastantes ambientes
luminicos: muchas algas incrustantes y rodolitos habitan condiciones limitantes de luz
(1-5% de irradiancia superficial): zonas profundas, espacios y cuevas poco iluminados
(Littler, 1972, 1973b; Littler et al., 1985; Littler et al., 1991; Markager & Sand-Jensen,
1992; Garrabou & Ballesteros, 2000; Payri et al., 2001; Roberts et al., 2002; Konar et
al., 2006). Independiente de la tipologia, las algas coralinas habitan ambientes someros
de iluminacion de moderada a alta como el intermareal, lagunas y crestas arrecifales

donde se alcanzan maximos de ~1000-2000 pmol quanta m? s’'(Littler, 1973c, b;
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Algarra & Niell, 1987; Steller & Foster, 1995; Hader et al., 1997; Payri et al., 2001;
Chisholm, 2003; Hader et al., 2003; Steller et al., 2007; Semesi et al., 2009a).
Ecologicamente estas algas pueden contribuir de manera significativa a la
produccion de carbono de zonas costeras tropicales y templadas que dominan (Littler,
1973¢c; Adey, 1998; Chisholm, 2000, 2003; Martin et al., 2005; Martin et al., 2006;
Bensoussan & Gattuso, 2007). Por ejemplo, se ha documentado que el alga articulada
mediterranea Corallina elongata produce hasta 12 g CaCO; m™? d”' (El Haikali ef al.,
2004) y que algas incrustantes tropicales producen hasta 5 g C m™ d' (Chisholm, 2003)
o hasta 1.07 Kg m2 afio”! CaCO; especies formadoras de mantos de rodolitos en la costa
atlantica del sur de Brasil (Amado Filho et al., 2012). Estos datos son comparables con
los de diversas macrofitas a las que se les ha documentado alta produccion organica e
inorgéanica (Chung ef al., 2010; Kirk, 2011; Enriquez & Schubert, 2014). De acuerdo a
su tipologia sin embargo, su rol ecoldgico varia. Por ejemplo, las algas incrustantes son
sustrato especifico para el asentamiento de larvas de coral y moluscos (Steneck, 1986;
Morse, 1991; Daume et al., 1999; Heyward & Negri, 1999). En arrecifes coralinos son
clave en la consolidacion, cementacion y construccion arrecifal (Littler, 1973c, b; Adey,
1998; Perry & Hepburn, 2008; Perry et al., 2008). Algunas especies formadoras de
rodolitos son consideradas constructoras de habitad, fundadoras, pues sus estructuras
tridimensionales son refugio y sustrato de muchas especies de macroalgas e
invertebrados y crean comunidades de alta biodiversidad (Foster, 2001; Steller et al.,
2003; Hinojosa-Arango & Riosmena-Rodriguez, 2004; Nelson, 2009; Herrera-Martinez
et al., 2013). Las algas articuladas también sirven de refugio y sustrato para meiofauna
y algas y son importantes productores de arena (El Haikali ef al., 2004; Bensoussan &

Gattuso, 2007; Steneck & Martone, 2007; Williams et al., 2008).

1.1.3. Morfologia y habilidades competitivas

La morfologia tiene un papel importante en distintas propiedades funcionales de
los organismos fotosintéticos como las relacionadas con la estructura y soporte pero
también con el metabolismo (Grime, 1977; Littler & Littler, 1980; Niklas & Spatz,
2012). Por ejemplo, las tasas fotosintéticas, de incorporacion de nutrientes y de
crecimiento de muchas especies decrecen a medida que la complejidad morfo-
estructural, tamafio, y/o grosor de la estructura fotosintética se incrementan (Littler &
Murray, 1974; Nielsen & Jensen, 1990; Lambers & Poorter, 1992; Enriquez et al.,
1995; Hein et al., 1995; Enriquez et al., 1996; Nielsen et al., 1996; Niklas & Spatz,
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2012). Estas relaciones morfo-funcionales tienen implicaciones ecologicas y evolutivas
muy relevantes pues determinan habilidades competitivas y/o respuestas ambientales
muy diferentes entre especies condicionadas por su morfotipo. La importancia de la
forma en la determinacion de diferentes compromisos (trade-offs) o estrategias
competitivas diferenciales en macroalgas (incluidas las algas coralinas) se abord6 por
primera vez en el modelo de los grupos funcionales propuesto por los Littler (Littler &
Littler, 1980), en donde se describen una serie de relaciones entre la forma del talo y
diversas propiedades funcionales como el tipo de colonizacion, tasas de fotosintesis y
crecimiento, comunes entre especies distantes taxondmicamente pero que compartian
una forma similar (Littler & Littler, 1980). Este modelo se basa en parte en las
soluciones de compromiso del modelo triangular propuesto por Grime (1977) de tres
estrategias ecoldgicas para explicar la formacion de comunidades vegetales: especies
ruderales u oportunistas, competitivas, y tolerantes al estrés (R-C-S) pero poniendo
énfasis en la importancia de la forma de crecimiento de la especie para explicar
convergencias y/o divergencias evolutivas entre grupos taxondmicos en el tipo de
estrategia ecoldgica adquirida. Segiin el modelo de los Littler (Littler & Littler, 1980)
las formas mas simples como algas foliosas son oportunistas gracias a una fisiologia y
crecimiento mas rapido en comparacion con formas mas complejas, de crecimiento
lento pero mas robustas y por tanto con mas posibilidades de que terminen asentandose
como los organismos constructores de habitat, aunque tardias en el proceso de sucesion,
serian por ejemplo el alga Macrocystis que forma los bosques de kelps (Littler, 1980;
Littler, 1981; Littler ef al., 1983; Littler & Littler, 1984a). Con base a lo anterior se
definieron 6 grupos funcionales: algas foliosas delgadas, filamentosas, finamente
ramificadas, correosas (gruesas), articuladas calcareas, e incrustantes y/o postradas, que
han servido para describir la estructura y composicion de algunas comunidades (Steneck
& Dethier, 1994) y para evaluar cudles son los factores que las regulan. En arrecifes
coralinos por ejemplo, el modelo Top-Down-Bottom Up propone que tanto un nivel alto
de herbivoria (Top-Down) como una baja concentracion de nutrientes controlarian la
dominancia ecoldgica de grupos clave como corales escleractineos y algas incrustantes
masivas, los cuales seran desplazados por macroalgas oportunistas/ruderales foliosas y
filamentosas si éstas condiciones cambian por actividad humana como sobrepesca y

fertilizacion del habitat (Littler & Littler, 1984b; Littler & Littler, 2007).

En este contexto las algas coralinas son en general de crecimiento lento, por lo
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que podria considerarse que no tienen un cardcter oportunista/ruderal, son a menudo
longevas (perenes) y resisten eficientemente tanto la herbivoria como la abrasion y el
impacto destructivo del agua, gracias a la presencia del exoesqueleto de CaCO3 lo que
las hace muy robustas y altamente competitivas en determinados ambientes (Littler,
1973b, a; Littler, 1976; Littler, 1980; Littler & Littler, 1980; Johansen, 1981; Padilla,
1989; Duffy & Hay, 1990; Littler et al., 1991; Steneck et al., 1991; Steller & Foster,
1995; Foster, 2001; Steneck et al., 2003). Sin embargo, también algunas especies
mantienen un caracter mas competitivo en el uso de la luz y ocupacion del espacio pues
estan siempre presentes a lo largo de amplios gradientes ambientales aunque a menudo
con una abundancia (biomasa) modesta (Littler, 1973b, a; Littler & Littler, 1980; Littler
et al., 1983; Littler & Kauker, 1984; Littler & Littler, 1984a; Littler et al., 1991,
Steneck et al., 1991; Steneck & Dethier, 1994; Foster et al., 1997; Foster, 2001). Esta
informacion denota que existe una gran variedad de estrategias ecoldgicas en este grupo
taxonoémico tan diverso cuyo denominador comun es su habilidad de calcificar y de
formar un exoesqueleto de CaCOj_El origen de estas diferencias ecologicas podria estar
en sus formas de crecimiento pero innegablemente también en esta habilidad comun de
formar sus esqueletos de CaCO; pues tanto la forma de crecimiento como la habilidad
de calcificar estan intimamente asociadas a la fisiologia fotosintética de la especies y a

la habilidad con la que manejan la luz.

1.1.4. Arrecifes coralinos: amenazas globales actuales y el papel de las algas
coralinas.

Los arrecifes coralinos son ecosistemas definidos por sus componentes
biologicos (comunidad) y geoldgicos (estructura) y conforman uno de los sistemas mas
diversos y productivos del planeta (Wood, 1998; Buddemeier et al, 2004). La
estructura carbonatada arrecifal es producida por corales constructores de arrecifes y
algas calcdreas pero estas Ultimas son mas importantes para su mantenimiento
(Johansen, 1981; Adey, 1998; Allemand et al., 2004; Lough, 2008). Estos sistemas son
importantes ademas por el sustento econdmico y alimenticio que representa para mucha
poblaciones humanas y la proteccion que ofrece frente a fendmenos meteorologicos de
alto impacto como huracanes (Moberg & Folke, 1999). El impacto humano sin embargo
(quema de combustibles fosiles, fertilizacion y cambio de uso del suelo) ha aumentado
el CO, atmosférico de 280 a 400 ppm en los ultimos 300 afios y ocasionado un sin

nimero de perturbaciones en numerosos ecosistemas, entre ellos el aumento en la
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temperatura superficial del océano y su acidificacion (decremento de pH, carbonatos
([CO5™]) y estado de saturacion del CaCO; , Q) condiciones que para el afio 2100
serian de + 2-3°C sobre el promedio de la temperatura superficial y de - 0.2-0.4
unidades de pH (Solomon et al., 2007). Estos procesos globales, calentamiento y
acidificacion del océano, se cree que representan las amenazas actuales mas fuertes que
enfrentan los ecosistemas marinos y, en particular, los arrecifes coralinos y los
organismos calcificadores (Caldeira & Wickett, 2003; Takahashi, 2004; Orr ef al., 2005;
Solomon et al., 2007; Doney et al., 2009).

La temperatura tiene un efecto directo sobre el metabolismo de los organismos.
Induce en principio un incremento de todas las tasas metabdlicas hasta un 6ptimo, a
partir del cual se puede observar una pérdida de funcionalidad si persiste el aumento de
la temperatura (Nobel, 2009). Estas caracteristicas fisioldgicas varian sin embargo de
acuerdo a otros factores como la exposicion luminica, la estacionalidad, y/o umbrales
fisiologicos especificos de cada proceso y/o organismo (Newell & Pye, 1968; Raven,
1988; Lobban & Harrison, 1994; Atkin & Tjoelker, 2003; Nobel, 2009). La respuesta a
la temperatura es critica cuando los organismos se encuentran cerca de sus limites
térmicos. En verano por ejemplo, temperaturas por encima del méaximo estacional
promedio (MMM o maximum monthly mean segin la NOAA, Strong ef al., 2011)
pueden ocasionar un fendmeno masivo de blanqueamiento en corales simbidticos
formadores de arrecife, definido como una pérdida de pigmentacion y de funcionalidad
en la relacion simbidtica coral-dinoflagelado (Symbiodinium) (Hoegh-Guldberg, 1999;
Fitt et al., 2001; McWilliams et al., 2005). Estos eventos pueden llegar a causar una
importante mortalidad en la comunidad coralina (Hoegh-Guldberg, 1999; Hoegh-
Guldberg et al., 2007; Lough, 2008). Situaciones analogas de “blanqueamiento”
(pérdida excesiva de pigmentacion) en condiciones ambientales similares de estrés
térmico también se han documentado en algas coralinas (Foster et al., 1997; Martin &
Gattuso, 2009; Webster et al., 2011), aunque al no tratarse de organismos simbioticos,
las bases mecanisticas de ambos procesos siguen siendo objeto de debate (p. ej. Latham,

2008; Lesser, 2011).

Por otro lado, se cree que el impacto primario de la acidificacion del océano se
esta produciendo sobre la calcificacion (Kleypas et al., 1999; Kleypas et al., 2001) ya
que en solucion, la precipitacion y disolucion del CaCOs; tiene una relacion directa con

el Q, y éste a su vez con la [CO5*'], por lo que ambos disminuyen si el pH se reduce
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(Libes, 2009). Esta base tedrica geoquimica ha ganado apoyo pues se han observado
reducciones significativas de las tasas de calcificacion, crecimiento y supervivencia de
distintos organismos calcificadores en condiciones elevadas de pCO, (naturales y
experimentales) (Kleypas et al., 1999; Kleypas et al., 2001; Feely et al., 2004; Anthony
et al., 2008; Jokiel et al., 2008). El resultado es una nocion general que asume que las
tasas de calcificacion dependen del Q2 del ambiente ocednico (p. ej. Ries et al., 2009;
Comeau et al., 2013). Esta interpretacion asume que el sustrato para calcificar en un
proceso mediado biologicamente es el CO;>", que no se ha demostrado todavia para
ningun organismo. Ademas la posible dependencia de la calcificacion de la fotosintesis
en productores primarios (Borowitzka & Larkum, 1987) hacen necesaria una re-
evaluacion de estas observaciones (p. e€j., Iglesias-Prieto ef al., 2014). En las algas
coralinas, la calcita-Mg de su esqueletos es la forma mds soluble de CaCO; (Morse et
al., 2006), lo que las coloca como uno de los grupos mas vulnerables a la acidificacion
del océano (Diaz-Pulido et al, 2012). La interpretacion actual considera que su
desempefio estd fuertemente comprometido por la acidificacion y serd exacerbado por la
temperatura (Anthony et al., 2008; Diaz-Pulido ef al., 2012). No obstante recientemente
se han documentado diversas respuestas no necesariamente adversas de estos
organismos frente a estos mismos estresores (Martin & Gattuso, 2009; Diaz-Pulido et
al., 2012; Egilsdottir et al., 2012; Martin et al., 2013b; Noisette et al., 2013; Johnson et
al., 2014) lo que indica que las primeras interpretaciones no son tan generales para el
grupo como se asumieron, y que las bases mecanisticas del impacto fisiologico de la
reduccion del pH y del aumento de temperatura aun se desconocen. Por tanto, siguen
siendo necesarias nuevas descripciones fisioldgicas para entender las respuestas de las
algas coralinas a las amenazas de caracter global. La amplia diversificacion de nicho de
las algas coralinas asi como sus diversas adaptaciones fisiologicas para subsistir en
contrastantes ambientes luminicos, sugieren que la luz y la diversidad de respuestas
fotoaclimatativas desarrolladas para su manejo mas eficiente (por ej., alta eficiencia
cudntica a baja luz y alta capacidad de fotoproteccion a alta iluminacion) es un area
fundamental en su biologia no sélo para entender la adecuacion de estas especies a su
ambiente, sino también para entender sus respuestas frente a un océano mas acido y mas
caliente. Un mejor conocimiento mecanistico de estas respuestas puede sentar las bases
de modelos fisiologicos mas solidos para predecir el impacto del cambio climatico

sobre comunidades dominadas por algas coralinas en diferentes latitudes.
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1.1.5. Absorcion de luz, fotosintesis y calcificacion: hacia una caracterizacion
fisiologica y un modelo comparativo comin y cuantitativo

De los factores que afectan el desempefio general de los organismos
fotosintéticos, la luz es el mas importante pues es un recurso fundamental para activar la
fotosintesis y sostener la produccion de materia organica. Su gran variabilidad espacio-
temporal y la necesidad de ajustar continuamente el tamafo del colector para maximizar
la actividad fotosintética sin comprometerla en momentos de alta luminosidad, explica
el papel clave que juega la luz en la regulacion de la respuesta mas importante de los
organismos fotosintéticos al ambiente, la respuesta fotoaclimatativa (Liining, 1990;
Talarico & Maranzana, 2000; Blankenship, 2002). De modo que la luz y el uso de la
misma, son determinantes en la distribucion vertical en el océano, abundancia y
productividad de los organismos fotosintéticos (Markager & Sand-Jensen, 1992;
Markager, 1993; Kirk, 2011). Por lo que descriptores relacionados con la absorcion y
uso fotosintético de la luz pueden ser fundamentales para entender la distribucion y
adecuacion de las especies a lo largo de gradientes ambientales, pero también la
formacion de comunidades a partir de la identificacion de las diferentes habilidades
competitivas de las especies que las conforman (Enriquez, 2005; Enriquez & Pantoja-
Reyes, 2005; McGill et al., 2006). La absorcion de luz es una funcion basica de los
organismos fotosintéticos (Niklas, 1994) ya que es el proceso a través del cual los
pigmentos fotosintéticos capturan la energia solar. El descriptor cuantitativo de este
proceso es la absorptancia (A), que se define como la fraccion de luz incidente
absorbida por el aparato fotosintético de un organismo, y que permite calcular la dosis
de luz absorbida conociendo la intensidad del flujo de energia incidente (Kirk, 2011).
La absorptancia se puede determinar para cada longitud de onda a lo largo del espectro
visible que activa la fotosintesis (photosynthetically active radiation, PAR, 400-700nm
(Kirk, 2011), o también como el valor promedio del PAR (Enriquez & Sand-Jensen,
2003; Enriquez, 2005). La capacidad de absorcion de luz de un organismo varia en
funcion de los cambios en su seccion transversal de pigmentos, pero s6lo a baja
pigmentacion pues a concentraciones altas se satura en valores maximos (Ramus, 1978;
Osborne & Raven, 1986; Markager, 1993; Enriquez et al., 1994). Dependiendo de la
especie sin embargo, pueden existir diferencias sustanciales en los valores de
absorptancia para una misma pigmentacion que se han explicado por el efecto del
grosor del tejido fotosintético en la regulacion de la eficiencia de absorcion de luz de los

pigmentos (Enriquez et al., 1994; Geertz-Hansen et al., 1994; Enriquez & Sand-Jensen,
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2003; Enriquez, 2005). A alta pigmentacion y/o alto grosor, los valores de absorptancia
estan maximizados y no pueden aumentar aunque si lo haga el contenido de pigmentos
del tejido. Cualquier aumento de la seccion transversal de pigmentos una vez que la
absorptancia estd maximizada so6lo conduce a reducir la eficiencia de absorcion de luz
de la estructura por causa de la autosombra que se generan a si mismos los pigmentos.
Este fenomeno se conoce como “efecto paquete” (Kirk, 2011) y resulta de la enorme
concentracion que tienen los pigmentos fotosintéticos en los complejos de antena (=
0.3-0.94 M) para favorecer la transferencia de la energia de excitacion y dirigirla hacia
el centro de reaccion (Blankenship, 2002). La transferencia de energia depende de la
cercania de los pigmentos (1/d°), lo que explica esta distribucién tan ineficiente para la
absorcion de luz pero tan fundamental para maximizar la eficiencia de la transferencia
de la energia de excitacion y mantener un flujo continuo de electrones entre los centros
de reaccion del aparato fotosintético. Este fendémeno explica la pérdida de eficiencia de
absorcion de luz que sufren los pigmentos al estar organizados en estructuras
funcionales como organelos, células y/o tejidos. Los oceanografos crearon hace varias
décadas un descriptor para cuantificar esta pérdida de eficiencia al que denominaron el
coeficiente especifico de absorcion (a*; m’ mg pigm™) (Duysens, 1956; Kirk, 1975;
Morel & Bricaud, 1981; Geider & Osborne, 1986; Kirk, 2011). También documentaron
que la pérdida de eficiencia de absorcion se puede describir como una reduccién no
lineal de a* a medida que la seccion transversal de pigmentos se incrementa (Morel &
Bricaud, 1981; Geider & Osborne, 1986; Kirk, 2011). Posteriormente, la misma
reduccion no linear de la eficiencia de absorcion se ha documentado para estructuras
pluricelulares méas complejas como hojas (Enriquez & Sand-Jensen, 2003; Enriquez,
2005) y corales escleractineos (Enriquez et al., 2005). Aun asi, el efecto paquete puede
ser contrarrestado gracias al incremento de la dispersion multiple y a la distribucion
heterogénea de los pigmentos dentro de los tejidos multicelulares, lo que permite
incrementar el paso Optico de la luz y aumentan la probabilidad de encontrar un
pigmento y ser absorbido (Riithle & Wild, 1979; Osborne & Raven, 1986; Ramus,
1990). Por lo tanto, dos fendmenos antagénicos son los que determinan las propiedades
de absorcion de luz de las estructuras fotosintéticas: el efecto paquete y el esparcimiento
multiple de la luz. Conocer como actiian diferencialmente puede permitir entender el
éxito ecologico y/o evolutivo de muchas especies, y quizas también parte de la base
fisiologica que explica diferentes habilidades competitivas. La eficiencia de absorcion

también puede ser cuantificada en funcion de los costos estructurales del tejido
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fotosintético: la biomasa o carbono, atin considerando que la mayor parte del carbono
estructural no estd implicado en la absorcion de luz. Este descriptor fue propuesto
inicialmente por Falkowski et al. (1985) y Ramus (1990) como una forma de cuantificar
el retorno en carbono del esfuerzo invertido en la construccion del colector de luz. Este
descriptor ha sido utilizado posteriormente para describir su dependencia del grosor de
la estructura fotosintética y su masa especifica, LMA (por sus siglas en inglés Leaf
Mass Area, g PS m™) (Enriquez & Sand-Jensen, 2003), comparandose un diverso grupo
de macrofitas marinas (Enriquez et al., 1994); una unica especie de alga verde
mediterranea que presenta una gran variabilidad en su grosor, Codium bursa (Geertz-
Hansen et al., 1994); una planta anfibia de hoja delgada (<150um) que varia
ampliamente en su LMA, Mentha aquatica (Enriquez & Sand-Jensen, 2003); y la
aclimatacion en profundidad de una angiosperma marina mediterrdnea Posidonia
oceanica (Olesen et al., 2002). Este descriptor alternativo de la eficiencia de absorcion
de luz se denomina el coeficiente especifico de absorcion de luz de la biomasa (a*v, en
m® gPS™) (Enriquez & Sand-Jensen, 2003). A grande rasgos la a*y disminuye al
incrementarse el grosor del tejido y la masa especifica LMA (Enriquez et al., 1994;
Geertz-Hansen et al., 1994; Enriquez & Sand-Jensen, 2003). Este patron de variacion
sugiere que organismos mas eficientes, con estructuras colectoras de luz mas baratas
podran mantener tasas de crecimiento mayores que organismos mas ineficientes que
requieren de colectores de luz més caros en términos de carbono.

Una vez que la energia luminica es absorbida se tiene que transformar en un
recurso biologicamente utilizable: carbohidratos, ATP y NADPH a través de la
fotosintesis. Las tasas fotosintéticas se incrementan linealmente s6lo en condiciones de
luminica cercanas al punto de compensacion. Esta linearidad se va perdiendo
progresivamente a medida que la irradiancia aumenta hasta que alcanza un valor
maximo a partir del cual ya no se incrementa mas por mucho que la luz disponible siga
aumentando. Esta saturacion conduce a que la tasa de fotodafio es mayor en condiciones
luminicas por encima del punto de saturaciéon de la fotosintesis (Ex). Si la tasa de
reparacion supera a la de fotodafio, no hay pérdida de actividad fotosintética, pero si no
la supera, se acumulan fotosistemas II (PSII) inactivos hasta un determinado nivel a
partir del cual se veria también afectada la capacidad fotosintética, lo que se conoce
como fotoinhibicion o pérdida de la capacidad fotosintética (Behrenfeld et al., 1998;
Kirk, 2011). Esta misma respuesta, se ha observado en las tasas de calcificacion de

diversos organismos autétrofos incluyendo los corales simbidticos (Borowitzka &
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Larkum, 1987; Allemand et al., 2004; El Haikali et al., 2004; Martin et al., 2006;
Martin et al., 2013a). Descriptores fisiologicos derivados de la respuesta fotosintética a
la luz de los organismos (curva P vs E) aportan informacién muy valiosa sobre como se
ajusta el metabolismo de los productores primarios al ambiente (Henley, 1993). Por
ejemplo, las tasas de fotosintesis maxima y respiracion (Ppax Vv R), y las irradiancias de
saturacion 'y compensacion (Ex y E:) suelen ser mayores en organismos
adaptados/aclimatados a alta luz en comparacioén con organismos adaptados/aclimatados
a sombra que suelen presentar pendientes mayores en la fase linear de incremento de la
tasa fotosintética con la luz, conocida como eficiencia fotosintética, a. (King &
Schramm, 1976; Bjorkman, 1981). Aunque la habilidad para calcificar es un proceso
muy comun en la naturaleza y en particular entre productores primarios arrecifales, la
asociacion mecanistica entre calcificacion y fotosintesis es todavia objeto de discusion
(McConnaughey & Whelan, 1997; Gattuso et al., 1999; Allemand et al., 2004) aunque
hay sobrada evidencia de que la fotosintesis promueve la actividad de calcificacion
("Light Enhanced Calficiation", Goreau, 1959; Goreau, 1963). Dada la conexion
metabolica entre ambos procesos, el estudio de la variabilidad de la produccion de
carbonatos se ha unido al estudio de la variacion de los descriptores del metabolismo
fotosintéticos (p. ej., Gattuso et al., 1999; Chisholm, 2000, 2003; Allemand et al., 2004;
Martin et al., 2006; Suggett et al., 2012; Martin et al., 2013a; Noisette et al., 2013;
Enriquez & Schubert, 2014; Cohen ef al., 2016). Por tanto, la descripcidon metabodlica
completa (tasas de fotosintesis, respiracion y calcificacion) ademas de otros descriptores
de la fisiologia fotosintética como la capacidad de fotoproteccion, la eficiencia cuantica,
las eficiencias de absorcion de luz, etc, pueden ser utilizados para evaluar también el
desempefio de la produccién del esqueleto de carbonato, y su respuesta al estrés
ambiental (p. ej., Dudgeon et al., 1995; Rodriguez-Romén et al., 2006, Cayabyab &
Enriquez, 2007; Anthony et al., 2008; Schubert & Garcia-Mendoza, 2008; Hofmann et
al.,2012; Martin et al., 2013b; Noisette et al., 2013).

1.1.6. Planteamiento de la tesis doctoral

Las algas coralinas se encuentran particularmente amenazadas por fenomenos
globales como la acidificacion y el aumento de temperatura del océano. Dada su amplia
distribucion y su importancia ecoldgica en una gran diversidad de ambientes marinos,
evaluar el impacto de estas amenazas sobre este grupo es fundamental para predecir

cual serd su efecto sobre los ecosistemas donde desempenan un papel fundamental
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como los arrecifes coralinos. Aunque el futuro de estas algas puede estar ya
comprometido segun algunos autores (Anthony et al., 2008; Diaz-Pulido et al., 2012;
Johnson & Carpenter, 2012), nuevos analisis sugieren que la variabilidad de respuestas
entre especies es muy grande, y, por tanto, la atribucion al cambio climéatico de los
efectos adversos que se estan documentando en este grupo, tanto en condiciones
naturales como experimentales, no es tan clara (Tabla I). Dada la utilidad de los
modelos predictivos para implementar politicas de mitigacion y conservacion efectivas,
un mejor entendimiento de los mecanismos fisioldgicos afectados por el incremento de
temperatura y la reduccion del pH, permitiria una atribucion mas solida al factor/es
ambiental/es como mads directamente implicado/s en los efectos adversos observados.
En este contexto la fotobiologia de las algas coralinas todavia no ha sido bien
documentada, por lo que se necesita generar informacion bésica todavia acerca de las
limitaciones y habilidades funcionales de este grupo. Esta diversidad de habilidades
funcionales todavia sin definir, podrian estar también relacionadas con las distintas
formas de crecimiento que presentan las algas coralinas, en particular las relacionadas
con el uso mas o menos eficiente de la luz. A su vez, podrian también explicar la
diversidad de respuestas que se han documentado ya en este grupo frente el cambio
climatico. Estas ideas son una oportunidad para evaluar en las algas coralinas la
capacidad explicativa que tienen diferentes patrones morfo-funcionales para entender
las diferencias observadas entre especies en su capacidad de adecuacion al ambiente,
diversificacion de nicho y robustez de su respuesta ante determinadas perturbaciones
ambientales. Mantener la funcionalidad frente a perturbaciones internas y/o externas, es
decir, apostar por ser robusto, u optar por la eficiencia y la rdpida capacidad de
recuperacion frente a la perturbacion, serian las dos opciones evolutivas mas probables
de la seleccion natural (Kitano, 2002, 2007) que podrian ser descritas cuantitativamente

por medio de patrones morfo-funcionales.

En el arrecife de Puerto Morelos, Quintana Roo, México, area natural protegida
(Carabias-Lillo et al., 2000) se encuentran presentes de tres formas de crecimiento de
algas coralinas: rodolitos, algas incrustantes y algas articuladas (Fig. 2) que habitan en
distintas zonas del arrecife (Torres-Mejia, 1991; Dreckmann et al., 1996; Collado-Vides
et al., 1998). El rodolito Neogoniolithon sp. es comun en la laguna arrecifal a 2-3 m de
profundidad, en una zona altamente iluminada con sustrato arenoso. El alga articulada

Amphiroa tribulus y el alga incrustante Lithothamnion sp. habitan zonas mas profundas
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del arrecife (5-6 m) y necesitan sustrato consolidado. De estas tltimas, el alga articulada
habita principalmente entre los espacios del coral Agaricia agarites (Fig. 1d) o entre
colonias del coral Orbicella spp. en zonas de moderada a poca iluminacion. Por otro
lado, el alga incrustante analizada en este estudio, Lithothamnion sp., crece en los lados
o por debajo de las cabezas de coral Orbicella sp. y nunca recibe iluminacion directa
(Fig. 1b, c¢). Esto indica que las tres especies tienen foto-adaptaciones muy distintas
entre ellas y representa una oportunidad para explorar habilidades morfo-funcionales
distintas utilizando a estas formas de crecimiento como organismos modelos. En esta
tesis doctoral se realizd una caracterizacion fisiolégica de cada una de las tres
morfologias de algas coralinas. La primera parte de esta tesis realizé un analisis morfo-
funcional de las propiedades de absorcion de luz. Subsecuentemente se realizd una
caracterizacion de la fisiologia fotosintética y de calcificaciéon de estas algas, para
posteriormente describir los acoplamientos metabdlicos entre fotosintesis-calcificacion-
respiracion y la determinacion del factor de escala del metabolismo hacia la temperatura
(Q10)- Finalmente, con base a lo anterior, se evaluaron los efectos del estrés térmico y la

reduccion de pH (acidificacion) sobre el desempefio coralino.

Figura 2. Algas coralinas y su habitat en el
arrecife de Puerto Morelos.

Ejemplares representativos de los morfotipos de
algas coralinas presentes en el arrecife de
Puerto Morelos, Q. Roo, México. (a) rodolitos
(Neogoniolithon sp) creciendo en la pradera de
T. testudinum a 3 m (flecha negra); (b) y (c)
muestras del alga incrustante Lithothamnion sp.,
creciendo sobre esqueleto Orbicella sp. (fecha
blanca) y (d) Alga articulada (4. tribulus) entre

los espacios de Agaricia agarites.
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1.2. Antecedentes

Descripciones fisioldgicas completas de las algas coralinas son muy escasas en
la literatura. No hay informacion acerca de sus propiedades Opticas salvo el analisis
realizado por Payri et al. (2001) que examino tejido no intacto del alga incrustante
Porolithon onkodes, por lo que no pudo determinar las propiedades Opticas de la
estructura completa, de forma similar a las descripciones Opticas realizadas por
Dubinsky et al. (1984; 1990) para extractos de tejido de corales simbioticos, que no
fueron capaces de determinar la extraordinaria eficiencia de absorcion de la estructura
intacta documentada por Enriquez et al. (2005). Por otro lado, la fisiologia fotosintética
y de calcificacion ha sido mas estudiada, destacando los estudios de Chisholm (2000,
2003) para cuatro especies de algas incrustantes de distintas profundidades. No hay
tampoco estudios especificos para este grupo que evaluen el efecto de la forma de
crecimiento o su morfologia sobre las habilidades competitivas de la especie, y en
especifico sobre su eficiencia en el uso de la luz. Solo existe el modelo forma-funcion
general para algas (Littler, 1980; Littler, 1981) que aporta poco de las caracteristicas
fisiologicas del organismo y que no constituye un modelo cuantitativo sino que esta
basado en la clasificacion de los tipos algales en categorias. La amenaza del cambio
climatico ha estimulado los estudios fisiologicos sobre las algas coralinas, en particular
el estudio de los efectos de la reduccion del pH del océano como consecuencia de la
acidificacion del océano. Esto ha hecho que la informacion disponible sobre diversos
aspectos de la biologia de las algas coralinas haya incrementado considerablemente. Sin

embargo, muchos de estos estudios tienen una base fisiologica débil.

1.2.1. Absorcion de luz

Los tejidos fotosintéticos de las macréfitas marinas absorben entre un 10% de la
luz incidente hasta casi el 100%. Esta enorme variacion puede ser explicada por la
variabilidad en la seccion transversal de pigmentos (clorofila a; 1 orden de magnitud,
desde 10 hasta 500 mg chl ¢ m™) entre estructuras fotosintéticas y las importantes
diferencias en el grosor del talo o tejido (desde 0.1-5 mm, Enriquez ef al., 1994). Se ha
descrito una relacion no lineal positiva entre la variacion de la absorptancia y los
cambios en la seccion transversal de pigmentos o chl a (Enriquez et al., 1994) pero que
presenta una gran incertidumbre dependiendo de la anatomia de cada especie. En
macrofitas con una seccion transversal de absorcion delgada como Ulva, Porphyra o

Thalassia testudinum se observa una variacion significativa de la absorptancia al
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incrementarse la seccion transversal de pigmentos. La absorptancia varia entre el 10-
60% de la luz incidente, y se maximiza con aproximadamente 150 mg chl @ m™ (Sand-
Jensen, 1988; Frost-Christensen & Sand-Jensen, 1992; Enriquez, 2005). Por contraste,
especies consideradas opticamente opacas como el alga verde Codium sp. o el pasto
marino Posidonia oceanica no presentan relaciones significativas entre el contenido de
pigmentos y los valores de la absorptancia, pero muestran valores muy altos cercanos al
100% de su capacidad de absorcion de luz, pero también de su contenido de pigmentos
(Ramus, 1978; Enriquez et al., 1992; Geertz-Hansen et al., 1994; Olesen et al., 2002).
Los corales escleractineos con secciones transversales mucho menores de 50 mg chl a
m™ pueden llegar también a absorber un 90% de la luz incidente (Enriquez et al., 2005).
Estas diferencias indican que la eficiencia en la adquisicion de un recurso fundamental
como la luz en funcidn del costo del colector, puede ser muy variable entre especies, lo
que tiene implicaciones ecoldgicas y evolutivas muy importantes. Por otro lado, la
respuesta fotoaclimatativa puede ser también muy diferente entre organismos segtn los
efectos de los cambios en el contenido en pigmentos sobre la absorptancia (Vermaat &
Sand-Jensen, 1987; Sand-Jensen, 1988; Frost-Christensen & Sand-Jensen, 1992;
Markager, 1993; Olesen ef al., 2002; Schubert ef al., 2011).

El efecto paquete en estructuras pluricelulares de productores primarios
acuaticos a* ha sido descrito previamente para especies muy diversas como talos de las
algas Ulva sp. y Porphyra sp. (Mercado et al., 1996), Gracilaria damaecornis y
Euchema isiforme (Schubert et al., 2011); las hojas de la planta anfibia Mentha aquatica
(Enriquez & Sand-Jensen, 2003); las hojas de pastos marinos (Cummings &
Zimmerman, 2003; Enriquez, 2005; Legaria-Moreno, 2008; Pérez-Castro, 2010); y el
coral simbiodtico Porites branneri (Enriquez et al., 2005). Todas estas especies
presentan un patrén similar de variacion: un declive no linear de a* al aumentar la
seccion transversal de chl a con un factor de escala similar de -0.83 (Mercado et al.,
1996; Enriquez, 2005; Enriquez et al., 2005; Pérez-Castro, 2010). Sin embargo el
intercepto es muy variable entre estructuras. Los corales escleractineos muestran los

2 mg chl a') en estructuras poco

mayores valores de a* (méximos de 0.25 m
pigmentadas (Enriquez et al., 2005), por encima de los valores determinados para las
hojas del pasto 7. testudinum (=0.1 m® mg chl a”') y para los talos de las algas rojas
Gracilaria damaecornis y Euchema isiforme (0.15 -0.013 m? mg chl a™'). Los valores
reportados para las hojas de M. aquatica son aun menores (Enriquez & Sand-Jensen,

2003). En algunos estudios comparativos se ha utilizado a* para describir diferencias
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fotoaclimatativas en una misma especies (Enriquez & Sand-Jensen, 2003);
fotoadaptativas entre especies como algas rojas (Schubert et al., 2011), pastos marinos
(Enriquez, 2005) o la recuperacion fisioldgica de corales después de un evento de
blanqueamiento (Rodriguez-Roman et al., 2006).

Pocos estudios han abordado hasta la fecha el andlisis de la variacion de la
eficiencia de absorcion por unidad de biomasa (a*y). Se ha documentado que a*\; se
reduce al incrementarse el grosor del tejido, y/o la biomasa por unidad de area
proyectada o LMA (Enriquez et al., 1994; Geertz-Hansen et al., 1994; Enriquez &
Sand-Jensen, 2003) pero un aumento en la cantidad clorofila a contrarresta esta
disminucion (Agusti et al., 1994; Enriquez et al., 1994; Enriquez & Sand-Jensen, 2003).
Ademas, se ha descrito un incremento de a*\ con la profundidad en hojas de pastos
marinos (Olesen et al., 2002), y una asociacion positiva esta misma eficiencia con la
tasa especifica de crecimiento RGR y con el grosor del tejido (Ramus, 1990; Markager

& Sand-Jensen, 1992; Agusti et al., 1994; Enriquez & Sand-Jensen, 2003).

1.2.2. Fisiologia fotosintética y de calcificacion y cambio climatico

Dado el éxito evolutivo de este grupo y su cosmopolitismo se pueden identificar
diferencias fisiologicas relacionadas con el ambiente luminico. Destacan diferencias
aclimatativas/adaptativas de las especies asociadas a la disminucion en la disponibilidad
de luz con la profundidad. Por ejemplo, Chisholm (2000, 2003) encontrd en especies de
algas incrustantes una tendencia de las tasas metabodlicas por unidad de area y de la
irradiancia de saturacion de la fotosintesis (£x) a disminuir al aumentar la profundidad.
Asi mismo, Payri et al. (2001) encontraron que los morfotipos de sombra del alga
incrustante P. omnokodes presentaban mayor contenido de pigmentos (chl a y
ficobiliproteinas), menores Ex y una susceptibilidad mayor a la fotoinhibicién que los
morfotipos aclimatados a alta luz. Estudios sobre adaptaciones mds especificas han
documentado que algunas algas incrustantes y rodolitos tropicales son capaces de
colonizar hébitats profundos (67-200 m), condiciones de muy poca iluminacién y estas
algas se caracterizan por presentar desempefios Optimos a irradiancias de 5 pmol quanta
m? 5™, aunque este desempefio se ve fuertemente reducido si se les compara con otras
algas que habitan zonas de mayor iluminacion (Littler et al, 1991). Tendencias
similares han sido observadas en algas incrustantes de zonas polares (10-30m de
profundidad) a las cuales se han documentado irradiancias de compensacion de 5-10

umol quanta m™ s y de saturacién de 10-90 pmol quanta m™ s (Roberts et al., 2002;
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Schwarz et al., 2005). Por el contrario, organismos aclimatados a alta luz presentan
mucho mayores tasas de calcificacion, fotosintesis y respiracion por unidad de area;
mayores irradiancias de saturacion y compensacion de la fotosintesis, Ex, E.; mayores
secciones transversales de pigmentos; y mecanismos de fotoproteccion mas eficientes
(Algarra & Niell, 1987; Algarra et al., 1991; Hader et al., 1997; Payri et al., 2001;
Chisholm, 2003; Héder et al., 2003; El Haikali et al., 2004; Martin et al., 2006;
Schubert, 2008; Hofmann et al., 2012). La fisiologia de calcificacion en algas coralinas
muestra una tendencia similar a la respuesta fotosintética a la luz aunque los cambios
observados en funcion de ésta son de menor magnitud (Chisholm, 2000, 2003; Martin et
al., 2006; Martin et al., 2013a). Por otro lado, no se ha descrito todavia una relacion
clara entre la forma de crecimiento de un alga coralina y su desempefio, aunque se ha
documentado una reduccion del grosor de algas incrustantes con la profundidad
(Dethier et al., 1991). También aunque no especifica de algas coralinas se ha
documentado una reduccién en las tasas metabolicas referidas a la biomasa al
incrementar el grosor del tejido (Enriquez et al., 1995) o de la estructura fotosintética en
general pues es una relacion valida también para organismos unicelulares (Enriquez et
al., 1996). En este sentido, a nivel individuo o poblacién existen cambios importantes
en la complejidad y capacidad para formar doseles, cambios que responden a la
disponibilidad de luz (respuesta fotoaclimatativa). Por ejemplo el talo o dosel se
“expande” en limitacion de luz para maximizar la produccion y el crecimiento (Watson,
1947; Bjorkman, 1981; Hay, 1981; Terashima & Saeki, 1983; Osborne & Raven, 1986).
En el medio marino se sabe que el dosel formado por el pasto marino Thalassia
testudinum (y su alto y variable grado de autosombra), provee un control interno del
campo luminico en las praderas que éste pasto forma (Enriquez et al., 2002; Enriquez &
Pantoja-Reyes, 2005), una alta capacidad de fotoproteccion para maximizar la
produccion fotosintética dentro del mismo dosel (Schubert et al, 2015) y una
regulacion de la produccion foliar de acuerdo a la capacidad de incrementar la
complejidad morfologica de su indice de area foliar, (LAI) como descriptor cuantitativo
del dosel (Enriquez & Pantoja-Reyes, 2005; Enriquez & Schubert, 2014). La
importancia del dosel en la adecuacion de las algas coralinas todavia no ha sido
explorada, aunque estudios previos han intentado cuantificarlo en dos algas articuladas,
Corallina officinalis y Janhia adhaerens (Algarra & Niell, 1987; Enriquez et al., 2009).

Con respecto a los estudios experimentales realizados hasta la fecha en algas

coralinas simulando diferentes escenarios de cambio climatico (pH 7.9-7.7 y +2-3°C)
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los resultados mas comunes que se documentan son efectos deletéreos sobre su
desempefio (Tabla I). Bajo condiciones de pCO, elevado por ejemplo, se han observado
reducciones en el grosor de la pared celular (Ragazzola et al., 2012), en las tasas de
calcificacion (Anthony et al., 2008; Semesi et al., 2009b; Gao & Zheng, 2010;
Biidenbender et al., 2011), fotosintesis (Anthony et al., 2008; Gao & Zheng, 2010;
Martin et al., 2013b) y de crecimiento (Hofmann et al., 2012; Ragazzola et al., 2012;
Ragazzola et al., 2013; Kato et al., 2014). También han sido reportadas reducciones
significativas en el reclutamiento y en la supervivencia de algunas especies de algas
coralinas (Kuffner et al., 2007; Jokiel et al., 2008). Estas reducciones documentadas
entre distintos parametros, varian entre especies, pero en general se han cuantificado del
orden del 50-70%. Existen también estudios sin embargo, que no reportan ningln efecto
de incremento del pCO,; sobre las tasas respiratorias, fotosintesis y de calcificacion de
las algas coralinas (Martin & Gattuso, 2009; Egilsdottir et al., 2012; Noisette et al.,
2013; Comeau et al., 2014) o bien, que han reportado un componente estacional muy
contrastante en esta respuesta: decrementos de la fotosintesis en verano pero un
incremento de éstas en invierno (Martin et al., 2013b). Ademas de descripciones del
efecto inmediato de la temperatura (horas, p. €j, King & Schramm, 1982; Steller ef al.,
2007) los analisis experimentales indican que mantener a los organismos por un cierto
periodo de tiempo bajo condiciones de estrés térmico ocasiona reducciones
significativas en las tasas de fotosintesis y de calcificacion (Anthony et al., 2008),
blanqueamiento del talo, pérdida de tejido funcional y alta mortalidad (Latham, 2008;
Martin & Gattuso, 2009; Webster et al., 2011; Diaz-Pulido et al., 2012). Pero también
se ha documentado un minimo impacto del estrés térmico sobre el metabolismo
coralino, principalmente sobre la fotosintesis y el crecimiento de especies de algas
coralinas de aguas profundas (Martin & Gattuso, 2009; Johnson & Carpenter, 2012;
Martin et al., 2013b; Comeau et al., 2014). De tal modo que la interpretacion de mayor
aceptacion entre la comunidad cientifica acerca de la respuesta de las algas coralinas
frente al cambio global es que el incremento de temperatura exacerba los efectos
negativos que la acidificacion del océano tiene sobre sus tasas de calcificacion y
crecimiento (Anthony et al., 2008; Martin & Gattuso, 2009; Diaz-Pulido et al., 2012;
Johnson & Carpenter, 2012; Martin et al., 2013b).
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Tabla I. Trabajos significativos sobre la respuesta de las algas coralinas frente al cambio climatico.

Se incluyen trabajos sobre la fisiologia y ecologia de las algas coralinas: Abreviaciones: CCA: algas
incrustantes; HL: alta luz; LL: baja luz; C: crecimiento; G: calcificacion; M: mortalidad; B:
blanqueamiento; PS: fotosintesis; N: Necrosis; R: respiracion; GPS: fotosintesis bruta; G*: disolucién en
talos muertos; VBPO: enzima relacionada al blanqueamiento de pigmentos; F,/F,: Eficiencia fotoquimica
maxima; AC: actividad de la anhidrasa carbonica. Simbolos: Las flechas denotan incremento o

decremento, — ningin cambio; A respuesta tipo gausseana.

Especie y Morfologia Ambiente Estrés térmico pH bajo/ alto pCO, Interaccién*
WReclutamiento
: 1,2 : R 2
Rodolitos y CCA Tropical, HL cobertura y C
Neogoniolithon sp. * rodolito Tropical HL AG
H. onkodes, CCA * Tropical, HL -G VG 1 7¢;
H. onkodes, CCA°® Tropical, HL N M, B AM, B ¥G AM VG
Lithothamnion glaciale rodolito ° Polar, LL V Cy grosor de pared
celular
H. onkodes, CCA’ Tropical, HL ¥PS, G, B VPS, G, B [ 7¢}
Lithophyllum cabiochae, CCA * Templada, LL -G,NyM -G VG, AG*
Hydrolithon sp., rodolito ° Tropical, LL VG, -PS, R
C. sessilis, articulada ' Subtropical, HL VYPSy G
L. glaciale, rodolito"" Polar, LL VG (verano e invierno)
C. elongata , articulada ' Templado, LL -GPS, R, G
Lithophyllum caboichae, CCA Templado, LL -R, GPS, G -R,V GPS, A G VR, —(F;S, v
C. officinalis , articulada ' Templada, LL AC,RyGPS, A AC
C. officinalis, articulada ° Templada, LL VPigmentos y
’ ’ ? AVBPO
WVEv/Fm e capacidad
N. fosleii, CCA ' Tropical, LL de inducir
metamorfosis

*Se muestran efectos estadisticamente interactivos.

Fuente: 1: Kuftner ez al. (2007); 2: Jokiel et al. (2008); 3: Ries et al. (2009); 4: Johnson & Carpenter (2012); 5: Diaz-Pulido et al.
(2012); 6: Ragazzola et al. (2012); 7: Anthony ef al. (2008); 8: Martin & Gattuso (2009); 9: Semesi et al. (2009); 10: Gao & Zheng
(2009); 11: Buddenbender ez al. (2011); 12: Egilsdottir ez al. (2012); 13: Martin ez al. (2013); 14: Hofman ez al. (2012) ; 15: Latham
(2008); 16 Webster et al. (2011).
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1.3. Hipotesis generales

(1) Existen diferencias funcionales asociadas a cada una de las formas de
crecimiento de las algas coralinas, rodolitos, articuladas e incrustantes, tanto en las
propiedades de absorcion de luz (capacidad y eficiencia) como en sus tasas metabolicas,
con implicaciones muy relevantes sobre el desempefio y la adecuacion de cada forma de
crecimiento al ambiente. Estas diferencias podrian también explicar su diferente
contribucion a la produccion de carbonatos en el arrecife, su diferenciacion de nicho, y
el papel que puede desempefiar cada especie en su habitat. Con base en esto se espera
encontrar asociaciones de variacion significativas entre diferentes descriptores
estructurales del talo de las algas coralinas en particular la seccion transversal de
pigmentos y la masa especifica del talo, y propiedades funcionales de la absorcion de
luz: absorptancia, a*pigm y a*m, asi como también en su tasas metabolicas (fotosintesis,
respiracion y calcificacion).

(2) El metabolismo de las algas coralinas (fotosintesis, respiracion y
calificacion) es muy sensible al estrés térmico y a la reduccion de pH vy, por lo tanto,
también a su interaccion. La causa de esta fragilidad esta relacionada con la luz y el
papel de la acumulacién de fotodafio en la induccidon de una fotoinhibicion y pérdida de

habilidad para calcificar.
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1.4. Objetivos generales y particulares

1. Realizar una caracterizacion fisioldgica en cada una de las tres formas de
crecimiento de algas coralinas presentes en el Arrecife de Puerto Morelos que
permita generar un modelo fisioldgico capaz de explicar las diferencias que se
observen entre especies en su respuesta fisioldgica y estructural frente a una
exposicion experimental durante 10 dias a diferentes escenarios de cambio

climatico:

1.1. Realizar una descripciéon morfo-funcional basada en la caracterizacion de las
propiedades oOpticas del talo de cada especie:

1.1.1. Describir cuantitativamente la variabilidad de la capacidad (absorptancia,

A) y eficiencia de absorcion de luz (coeficiente especificos de absorcion de

los pigmentos a*yigm y de la biomasa a*\) del talo en funcion de la

variacion de su seccion transversal de pigmentos y de su masa especifica

del talo, tanto para la clorofila a (680nm) como para el promedio del

espectro visible (PAR, 400-700nm).

1.2. Realizar una descripcion de la fisiologia fotosintética del talo de cada especie,
de los acoplamientos metabolicos entre fotosintesis, respiracion y calcificacion
y describir sus factores de escala con respecto a la temperatura (Q;o):

1.2.1. Describir cuantitativamente la relacion fotosintesis-irradiancia (Curvas P-
E) y determinar los parametros que se derivan de esta relacion:
1.2.1.1. Determinar la tasa respiracion en oscuridad (Rp) y post-
iluminacion (Ry), la pendiente inicial de la curva (o), la irradiancia de
compensacion y de saturacion (E., y Ej,) y la tasa de fotosintesis
maxima P,x.
1.2.1.2.  Estimar la eficiencia cuantica maxima de la fotosintesis (D,.y) y
sus requerimientos minimos cudnticos (1/@,,,y).
1.2.2. Determinar y cuantificar las asociaciones de variacion entre la
irradiancia-calcificacion y la fotosintesis-calcificacion por medio de:
1.2.2.1. Determinaciones simultaneas de fotosintesis y calcificacion a

distintos niveles de irradiancia;
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1.2.2.2.  El uso de inhibidores de la fotosintesis y la cuantificacién de su
efecto sobre la calcificacion;

1.2.3. Determinar el factor de escala con respecto a la temperatura (Q,o) de las
tasas maximas de fotosintesis (Pq.y), calcificacion (Gyy), y respiracion
post-iluminacién (R;) mediante la descripcion de la respuesta instantanea a
la temperatura (24, 26, 28, 30 y 32°C) de organismos aclimatados a el
promedio local maximo de verano (Monthly Maximum Mean, MMM) de la

laguna arrecifal de Puerto Morelos — 30°C.

1.3. Evaluar el efecto del cambio climatico (reduccion de pH y aumento de la
temperatura) sobre la fisiologia de las tres especies de algas coralinas:

1.3.1. Determinar el efecto individual y combinado de una reduccion del pH de
0.2 unidades (8.1 a 7.9) y un nivel de estrés térmico (32°C) equivalente a
+2°C sobre el promedio local méximo de verano, MMM=30°C, sobre las
tasas de fotosintesis maximas (P.y), calcificacion (Gy.y), respiracion post
iluminacion (Ry) y la razén P, : Rr; en exposiciones experimentales en
mesocosmos de 10 dias.

1.3.2. Cuantificar la magnitud del fotodafio acumulado a través del monitoreo
continuo de la eficiencia cuantica maxima (F,/Fy,), debido a la exposicion
de los organismos experimentales a una reduccion del pH de 0.2 unidades
(8.1 a 7.9) y un nivel de estrés térmico de +2°C sobre la temperatura de

aclimatacion que coincide con el MMM local.
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1.5. Materiales y métodos

1.5.1. Colecta y manipulacion

Se seleccionaron tres especies de algas coralinas representativas de las tres
formas de crecimiento de este grupo (Fig. 2) en el arrecife de Puerto Morelos, Quintana
Roo, atendiendo a su abundancia (Fig. 3) en comparacion a otras especies de algas
coralinas. (1) El rodolito Neogoniolithon sp., de crecimiento fruticoso (Woelkerling et
al., 1993). Este morfotipo se encuentra en la laguna arrecifal a una profundidad
promedio de 2-3 m en la zona desprovista de vegetacion (sustrato arenoso, no
consolidado) o dentro de la pradera submarina de Thalassia testudinum. Los rodolitos
se colectaron por medio de buceo libre (snorkeling). (2) El alga articulada Amphiroa
tribulus, con geniculas semiaplanadas que habita principalmente en el arrecife posterior
a 4-5 m de profundidad y fue particularmente colectada en la Bocana chica. Esta alga se
encuentra principalmente adherida a los espacios libres de las colonias del coral de
Agaricia agaricites por lo que su campo luminico estd también afectado por la
absorcion de luz del coral y recibe quizas menos cantidad de luz de lo que la columna
de agua a 4-5 m indicaria. Las geniculas de este morfotipo presentan dos coloraciones
distintivas: una pigmentada de color morado oscuro y otra color rosado. Ambas se
incluyeron en el andlisis funcional que se realizd en este estudio. La colecta de este
morfotipo fue hecha por medio de buceo libre SCUBA. (3) Un alga incrustante,
Lithothamnion sp., de forma de crecimiento costroso simple ya que crece en dos
dimensiones y adopta la forma del sustrato que ocupa. Este morfotipo fue colectado
también en la Bocana chica, a 5-6 m de profundidad. La peculiaridad de su colecta es
que crece sobre el esqueleto de las colonias de las especies de coral Orbicella faveolata
y O. annularis, ya sea por debajo o a un lado, en la zona no ocupada por el tejido vivo
del coral, por lo que nunca recibe luz solar directa y que la intensidad luminica de su
entorno es probablemente muy baja (Fig. 2). Todas las colectas del alga incrustante
fueron hechas por medio de buceo SCUBA. En comparacion de estas ultimas
morfologias de algas coralinas, el campo luminico natural de los rodolitos, es mucho
mads variable dada su condiciéon de vida libre (no adherida a un sustrato) y porque
habitan una zona mas somera que esta expuesta a una mayor intensidad luminica dentro
la laguna arrecifal. Todos los organismos recolectados se trasladaron en bolsas zip-loc a
las instalaciones de la Unidad Académica de Sistemas Arrecifales, Puerto Morelos,

UASA, cubiertos con una bolsa negra para evitar sobreexponerlos a fuerte estrés
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luminico en superficie. Los muestras fueron colocadas en estanques exteriores en las
instalaciones de la UASA, las cuales cuentan con flujo continuo y directo de agua de
mar de la laguna arrecifal. Antes de las determinaciones subsecuentes los organismos
experimentales fueron limpiados de epifitos visibles a simple vista. Las determinaciones
de las propiedades de absorcion de luz de las algas coralinas fueron realizadas uno o dos
dias después de la colecta mientras que las determinaciones fisioldgicas requirieron
mantener los organismos en los estanque por un tiempo maximo de una semana. La
excepciodn a este protocolo se produjo con las algas incrustantes debido a que se observo
una alta sensibilidad a la luz y a la temperatura. Para confirmar la 6ptima condicion
fisiologica de estos organismos a los estanques se realizaron los experimentos y las
determinaciones fisiologicas cuando se observaron marcas de crecimiento lateral (3

semanas después de la colecta).

Bocana grande

Bocana chica Figura 3. Area de colecta en el
- X ; Arrecife de Puerto  Morelos,
Wk Quintana Roo, México.

Los simbolos representan las zonas de
colecta de rodolitos (circulos), algas
articuladas  (estrellas) y  algas
Muelle

S incrustantes (rectangulos). Imagen:

e ,.: Internet, Google Earth.

Googleearth

1.5.2. Descriptores estructurales del talo

1.5.2.1. Peso seco, contenido de CaCO3y materia organica.

Las secciones apicales de rodolitos y del alga articulada y secciones
transversales del alga incrustante se secaron con una toalla absorbente para remover el
exceso de agua y se pesaron en una balanza electronica para determinar su peso himedo
(PH). Los mismos segmentos se secaron en una estufa a 60°C hasta obtener un peso
constante (=48h) para determinar el peso seco total (PS). A las muestras secas se les
agregd HCI al 10% para eliminar el CaCO;. El exceso de acido fue eliminado por
decantacion y el material orgénico se enjuagd con agua destilada para determinar de
nuevo su peso seco. La cantidad de CaCOs presente en la estructura se calculé como la

diferencia entre el peso seco total PS y el peso seco organico.
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1.5.2.2. Area del talo, Masa especifica (TMA) y grosor

La seccion transversal (area proyectada) de los rodolitos y las algas articuladas
se determin6 digitalmente utilizando el software ImageJ™, mientras que para las algas
incrustantes se utilizoé el método del papel aluminio (Marsh, 1970). La masa especifico
del talo, TMA (por sus siglas en inglés, Thallus Mass Area ~ Leaf Mass Area, LMA)
fue determinado como la razén entre el peso seco total y el area proyectada del
segmento del talo analizado. Se determin6 también la asociacion de variacion entre el
peso seco y el peso humedo del talo de cada especie (R?0.99, ANEXO A, seccion 6.1).
El grosor del talo se estim6 indirectamente por medio de la relacion TMA y su densidad
(g PS volumen, en cm™). La densidad fue determinada como la relacion entre el peso de
una muestra suspendida en agua destilada y el peso de la muestra en el fondo del mismo
recipiente. Con el valor de la masa especifica y la densidad del talo, el grosor fue
calculado como G (mm) = TMA/densidad). Los grosores de los diferentes organismos
se estimaron a partir de la ecuacion que describe su asociacion de variacion con la TMA
(P<0.05, y= 5.96*TMA + 0.0331, R’= 0.90, n=32). Esta relacion ya ha sido descrita en
la literatura para diferentes organismos (Witkosky & Lamont, 1991; Niinemets, 1999;
Enriquez & Sand-Jensen, 2003). El grosor del talo no fue incluido directamente en
ningun analisis estadistico pues se utilizd preferentemente el descriptor TMA, pero

permitio ilustrar diferencias significativas entre morfologias.

1.5.2.3. Contenido de pigmentos: densidad y contenido por unidad de peso

El contenido de pigmento fue determinado espectrofotométricamente en los
mismos segmentos utilizados para las determinaciones de absorcion de luz. Las
muestras se maceraron con un homogeneizador manual y se colocaron en tubos
Ependorf (Iml). Para la extraccion de las ficobiliproteinas se utilizé un buffer de fosfato
de potasio (1ml, 0.1 M, pH 6.8) que se afiadi6 al macerado. El extracto y el precipitado
se dejaron reposar por dos horas en oscuridad a 4°C y se centrifugaron a 2 min a
130000 RPM. El sobrenadante se coloco en celdas de cristal y se diluy6 para llevarlo a
3ml para su lectura. Al precipitado restante se le agregd acetona al 80% (1 ml) para
extraer la clorofila a y se dejo reposar una noche en oscuridad a 4°C. Posteriormente se
siguieron las mismas indicaciones descritas anteriormente para la lectura
espectrofotométrica de la clorofila a. El contenido de ficobiliproteinas se determiné de

acuerdo a las ecuaciones de Kursar et al. (1983) y el de clorofila a con las de
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Lichtenthaler & Wellburn (1983). Todas las lecturas de pigmentos fueron realizadas en
un espectrofotdmetro convencional (Elyptica, Ensenada, México). El contenido de

pigmentos fue normalizado por unidad de area proyectada y peso seco.

1.5.3. Descriptores del organismo: indice de Area foliar (LAI)

El indice de area foliar LAI, Leaf Area Index por sus siglas en inglés, es un
descriptor cuantitativo del grado de “empaquetamiento” del dosel de las comunidades
vegetales (area foliar total referida a area ocupada por el dosel en su proyeccion vertical,
LAI<I=dosel monocapa; LAI>1= dosel multicapa). Este indice fue desarrollado por
Watson (1947) en agronomia con el fin de determinar el valor 6ptimo de LAI para un
cultivo que conseguia maximizar la produccion. Valores por debajo y por encima de ese
valor 0ptimo conllevaban una pérdida significativa de produccion. El parametro LAI es
utilizado comunmente en ecologia vegetal terrestre como un importante descriptor de
procesos asociados a la produccion primaria de comunidades vegetales (Gower et al.,
1999; Asner et al., 2003; Hirose, 2005; Kitajima et al., 2005). Sélo recientemente se ha
introducido en estudios de ecologia acudtica de macroéfitas bentonicas para analizar por
ejemplo: (i) la respuesta a la profundidad de la morfologia de un alga coralina
articulada, Jania adhaerens (Enriquez et al., 2009); (ii) el efecto de la variacion de LAI
en el campo luminico del interior del dosel de la pradera submarina (Enriquez &
Pantoja-Reyes, 2005); y (iii) la importancia de LAI como mecanismo de fotoproteccion
en ambientes altamente iluminados (Schubert ef al., 2015). En este estudio se utilizo el
LAI para cuantificar la complejidad morfologica de la estructura tridimensional de cada
forma de crecimiento de las algas coralinas. Para ello se seleccionaron organismos con
tamafio distintos para ampliar el rango de variacion de LAI en cada morfotipo. El LAI
se determind de la siguiente forma: los talos completos de las algas coralinas se
colocaron en un fondo blanco y se les fotografié desde la vision vertical para determinar
su area proyectada. Posteriormente, en algas articuladas y rodolitos, se separaron las
ramas de los individuos para calcular el area total del talo (por una cara) de la misma
forma que se determind el area proyectada. El valor de LAI se calculé como la razon del

area total del talo relativa al area proyectada sobre el sedimento.
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1.5.4. Determinaciones opticas del talo: absorcion de luz
Las propiedades Opticas del tejido intacto de algas coralinas fueron determinadas
espectrofotométricamente, mediante la combinacion de diferentes técnicas segun fueran

diferentes de 0, los valores de transmision y reflectancia de talo.

1.5.4.1. Espectros de transmision

Medidas directas de transmision (T) fueron realizadas utilizando el método del
“opal glass” (Shibata, 1959). Estas determinaciones fueron realizadas en aquellos
segmentos capaces de transmitir luz (T # 0; grosor < de = Imm, en algas incrustantes y
articuladas). La absorcion de luz fue determinada entre 400 y 750nm (PAR) cada 0.5
nm utilizando un espectrofotometro de doble haz AMINCO DW2, controlado por un
sistema de adquisicion de datos Olis (USA). Los segmentos de las algas se colocaron en
celdas de plastico de 1cm? cubiertas con agua de mar filtrada (50 pM) y sujetas con un
soporte de plastico para mantener fija la posicion de la muestra durante las
determinaciones. Una muestra similar pero con tejido blanqueado (cloro comercial al
15%) se utiliz6 para cada determinacion como blanco de acuerdo a las indicaciones de
Enriquez et al. (1994), para corregir por la absorcion de componentes no fotosintéticos
y dispersion de luz residual. La técnica del “opal glass” tiende a sobreestimar la
absorcion de luz si la dispersion residual y la reflectancia (backscattering) son altas, lo

que se evalud en los valores de absorbancia a 725-750 nm (D725.750).

1.5.4.2. Espectros de reflectancia

Las algas coralinas por lo general presentan a menudo valores de reflectancia >
6-10%, lo que indica que las pérdidas por back scattering en las determinaciones de
transmision son significativas. Por tal motivo determinaciones de reflectancia (R) se
hicieron entre los 400 y 750 nm con una resolucion de 0.5 nm, utilizando un
espectroradiometro Ocean Optics USB2000 (USA) de acuerdo al protocolo descrito por
Enriquez (2005) y Enriquez et al. (2005). Los segmentos de alga se colocaron en un
contenedor negro con agua de mar filtrada. La muestra se ilumin6 de forma homogénea
por medio de una fuente de luz comercial (HomeMart, 45W) situada a 25 cm del tejido
y en un angulo de 45° con respecto a la muestra. La luz reflejada por el tejido fue
colectada por una fibra Optica de 2 mm de diametro conectada al espectrometro y

situada a menos de 2 cm del tejido. La reflectancia se estim6 como la razén de la
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radiancia reflejada por la superficie del alga relativa a la reflejada por una superficie
100% reflejante de luz (p. ej. teflon). La reflectancia final fue corregida por la
reflectancia de un tejido blanqueado del mismo organismo. Como criterio para validar
la calidad de los espectros de reflectancia se utilizé también el valor a los 750nm, que
debia aproximarse lo mas posible al 100% de la luz reflejada, o en su caso estar por
encima del 90% de luz reflejada para no aceptar en las determinaciones pérdidas de luz
por dispersion residual superiores al 10%. La referencia del valor a 725-750 nm es la
mas conveniente para hacer la validacion de las determinaciones Opticas, tanto de
transmision como de reflectancia, porque a esta longitud de onda no existe absorcion de
luz por el aparato fotosintético, es minima por el tejido no fotosintético y la mayor parte
de este valor refleja las pérdidas de luz debidas a dispersion residual. Los espectros de
reflectancia fueron transformados como D* = log(1/R), siguiendo las indicaciones de
Shibata (1969) y Enriquez et al. (2005) para hacerlos comparables con los espectros de

absorcion (D), derivados de las determinaciones directas de transmision.

1.5.4.3. Descriptores opticos
Se utilizaron tres descriptores funcionales para describir la absorcion de luz en
las algas coralinas. La capacidad de absorcion fue descrita por medio de la absorptancia
como (1) el valor promedio entre 400-700 nm (PAR); y (ii) para el pico de absorcidon en
el rojo de la clorofila a (680nm). La absorptancia fue calculada de acuerdo:
A=1-R-107?

Ecuacién 1. Determinacion de la absorptancia (A)

en donde R es la reflectancia y 10 es la atenuacién de luz determinada mediante el
modo de transmision. Solo para el caso de los rodolitos la absorptancia fue calculada
como:

A=1-R

Ecuacién 2. Determinacién de la absorptancia (A), si la transmisién T, es igual a 0

dado que su transmision se demostrd que era cercana a cero. En experimentos previos se
determind que esqueletos y muestras pigmentadas de rodolitos (=1.4 £ 0.21 mm de
grosor) transmitian 1.7+ 0.68 y 1.2 = 0.21% de la luz respectivamente, por lo que la
transmision de la luz podia considerarse dentro del error de la determinacion (1-2%)

(Enriquez et al., 2005). La eficiencia de absorcion de luz se cuantificod utilizando dos
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descriptores: la absorcion especifica de los pigmentos (a*pim) y la absorcion especifica
de la biomasa (a*v):
D*

D — D«
a*plgm — P ll’lloy a*M - TMA ln].O

Ecuacién 3. Determinacién del coeficiente especifico de absorcion de luz de los pigmentos y la masa (a*izn y a*m)

en donde D es la absorcion de luz a una longitud de onda dada, p es la seccion
transversal de pigmentos en mg m~ y TMA es la masa especifica en gPS m™. Las
absorbancias (PAR y 680nm) se estimaron como —log(1-A), para las algas articuladas e
incrustantes y como log (1/R) para los rodolitos. Ambas se estimaron tanto para el PAR
como para el pico de la clorofila a, a 680 nm. Los descriptores de la clorofila a, son
comparables entre especies de algas coralinas y algas no coralinas, pues la clorofila a
esta presente en todos los organismos fotosintéticos y en esta region existe minima
interferencia con los pigmentos accesorios. Son, por tanto, descriptores cuantitativos y
universales lo que permite extender esta comparacion a un rango muy amplio de

estructuras fotosintéticas.

1.5.5. Determinaciones fisiologicas

1.5.5.1. Fluorescencia de la clorofila a

La fluorescencia de la clorofila a es una propiedad de los organismos
fotosintéticos que puede ser medida en estructuras vivas y funcionales sin interferir en
su actividad fotosintética. Por lo tanto, su determinacion se considera una técnica no
destructiva muy poderosa para monitorear la variabilidad espacio-temporal de la
eficiencia fotoquimica del fotosistema Il y la capacidad del aparato fotosintético de
inducir mecanismos no fotoquimicos de disipacion de calor, procesos que compiten
entre si cuando la luz se absorbe y no toda puede ser transformada en energia quimica.
En oscuridad, cuando todos los centros de reaccion se encuentran abiertos u oxidados,
se puede determinar una fluorescencia minima basal (F,) mediante una excitacion muy
débil del aparato fotosintético que es incapaz de inducir alguna reaccion fotoquimica en
el fotosistema IT (PSII). Si se aplica un pulso de luz saturante (>4000 pmol quanta m™ s°
! 1.2s) se reducen todos los centros de reaccion y se induce una fluorescencia maxima
(Fm), cuando todos los PSII estdn cerrados y antes de que se inicie el transporte de
electrones entre los dos fotosistemas a través de su primer transportador moévil, la

plastoquinona. Dependiendo de las condiciones de iluminacion del organismo (luz u
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oscuridad) asi como de su historia previa de luz se puede obtener informacion acerca de
la condicidn fisioldgica del sistema y del grado de impacto de la luz en €I, a través de la
acumulacion de fotodafno. Dos importantes parametros que se utilizan comunmente en
el seguimiento de la variacion de la sefial de fluorescencia son la eficiencia fotoquimica
maxima (F,/Fn, Fy = F-F,), y la eficiencia fotoquimica efectiva a una determinada
condicién luminica (AF,/Fy,”). Dado que en oscuridad se relajan todos los procesos que
compiten con la actividad fotoquimica de los centros de reaccion, el primer parametro
(F\/F) es un descriptor de la eficiencia maxima del PSII para transformar
quimicamente la energia luminica que llega al centro de reaccion. Todos los organismos
tienen un valor maximo, mayor en las algas verdes y plantas superiores (0.85-0.88) que
en algas rojas (<0.70), pero cambios relativos sobre este valor méaximo indican
acumulacion de fotodano.

La fluorescencia de la clorofila a fue estimada con dos instrumentos
independientes. Primero se utilizd un fluorémetro portatil de alta resolucién temporal
(Plant Efficiency Analyzer; PEA; Hansatech Int., UK) para determinar la variabilidad de
la curva de induccion de la sefial de fluorescencia desde 1 a 5 segundos, con una
resolucion temporal de milisegundos (ms) durante el primer segundo. En este primer
segundo es donde ocurren los mayores cambios en las cinéticas de los procesos
fotoquimicos que se reflejan en la variacion de la induccion de la emision de
fluorescencia. La alta resolucion temporal del PEA permite determinar la secuencia O-
J-1-P (Strasser et al., 1995), que aporta informacién sobre los cambios en las cinéticas
de los procesos y permite reconocer si hay problemas fisioldgicos en la parte donadora
y/o receptora de electrones del PSII comparando la sefial con inhibidores especificos de
cada lado de actividad de este fotosistema (Achnine et al., 1996; Achnine et al., 1998).
Por ejemplo, el uso de un herbicida DCMU (3-(3,4-diclorofenol)-1,1-dimetilurea), que
bloquea el transporte de electrones porque impide la reduccion del segundo aceptor
estable de electrones Qp, permite evaluar la cinética de llenado del primer aceptor
estable de electrones Qa (single turnover, Strasser et al., 1995; Strasser, 1997). La
secuencia O-J-I-P en la curva de induccion de la sefial de fluorescencia de la clorofila a
fue determinada colocando el alga en un soporte ajustado para acoplarse al sensor de luz
del PEA. Una vez en el sensor, se aplicaba un pulso de luz saturante con la intensidad
maxima del instrumento y una duracion de 2 segundos. Pruebas previas permitieron
determinar la intensidad de luz necesaria para saturar los centros de reaccidon y

determinar F, (100% de acuerdo al instrumento). Informacion adicional y la secuencia
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O-I-J-P obtenida para las algas coralinas se presenta en el ANEXO A, Seccion 6.1.
Ademas, este instrumento (PEA) se utilizé para determinar una correcta infiltracion del
DCMU en el talo coralino (ANEXO A, Seccion 6.1), para posteriormente determinar el
efecto de la inhibicion de la fotosintesis sobre las tasas de calcificacion (ver
acoplamientos metabolicos).

En este estudio también se utilizd un fluorémetro sumergible de pulso de
amplitud modulada (Diving-PAM Walz, Effeltrich, Germany). Con este instrumento se
monitore6 la variabilidad diurna de F,/F; en organismos experimentales durante el
desarrollo del experimento de estrés térmico y reduccion de pH para determinar la
acumulacion diferencial de fotodafio en cada tratamiento. También se utilizd para
monitorear el proceso de aclimatacion de los mismos organismos a las condiciones
experimentales, antes de iniciar el experimento, ya que se asume que el proceso ha sido
exitoso cuando los valores de F,/F,, se mantienen constantes. Con este fluorometro la
fluorescencia basal (F,) se determina al fijar el valor de la luz modulada, y el pulso de
luz saturante (>3000 pmol quanta m? s') se aplica instantineamente tanto para
determinar F,/Fy, si la muestra ha estado previamente expuesta a oscuridad, o si se
determina en el momento del dia que alcanza este maximo (al amanecer y al anochecer
(Enriquez et al., 2002; Fitt ef al., 2009). Si la muestra estd iluminada, este fluordmetro
permite discriminar entre la luz ambiental (actinica) y la fluorescencia modulada por el
fluorémetro y se puede determinar la eficiencia fotoquimica efectiva (AF/Fy). Estos
descriptores se determinaron con ayuda de un dispositivo que permitid mantener la

misma distancia entre la fibra optica y el tejido algal (2mm).

1.5.5.2. Fotosintesis y respiracion

Las tasas de fotosintesis y de respiracion se determinaron polarograficamente
utilizando electrodos tipo Clark (Hansatech, Norfolk, UK) y camaras de incubacion
provistas de un espacio periférico para recircular agua (DW3 Hansatech Instruments,
Norfolk, UK). Este espacio periférico permitia acoplar las camaras a un bafo
recirculador con control de temperatura (RTE-100/RTE 101LP; Neslab Instruments
Inc., Portsmouth, NH, USA) para mantener la temperatura de incubacién constante.
Todas las determinaciones fueron hechas en aproximadamente 15-20 ml de agua de mar
filtrada (50uM). Los datos fueron capturados con un sistema analdgico/digital de

adquisicion de datos conectados a una computadora de escritorio utilizando el software
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DATACAN (Sable Systems, USA). En todas las incubaciones se utiliz6 una lampara
LS2 de alta intensidad de tungsteno-hal6geno (Hansatech Instruments, Norfolk, UK)
como fuente de luz. Para este tipo de determinaciones se utilizé aproximadamente 1.5-2
cm’ de 4rea viva de muestra para rodolitos y algas articuladas, y aproximadamente 3
cm’ para algas incrustantes que mostraron una menor actividad por 4rea. La respiracion
fue determinada en oscuridad (Rp) antes de las incubaciones en luz para posteriormente
aplicar diferentes condiciones de iluminacion para determinar la tasa de fotosintesis neta
a esa intensidad (NPS). Una vez que se habia determinado la tasa de fotosintesis en
condiciones de saturacion (Eg, ver mas adelante) se determiné de nuevo en oscuridad la
tasa de respiracion del tejido, lo que se denomind respiracién post-iluminacién (Rp).
Estas tasas respiratorias determinadas después de haber sido inducida la tasa de
fotosintesis en saturacion de luz, son mejor proxy para la descripcion del efecto de la
temperatura sobre la respiracion y en general, puesto que la limitacién de la actividad
mitocondrial por disponibilidad de sustrato y/o oxigeno es minima en comparacion de

las tasas respiratorias en oscuridad (Colombo-Pallotta et al., 2010).

1.5.5.3. Curvas fotosintesis-irradiancia (P-E)

Se realizaron de 4-6 curvas fotosintesis irradiancia (P-E) independientes en cada
una de las tres morfologias de algas coralinas, de acuerdo a la metodologia descrita en
Enriquez et al. (2002) y Cayabyab & Enriquez (2007). Las muestras de algas coralinas
fueron incubadas en las camaras descritas previamente y expuestas a una secuencia de
oscuridad (15 minutos, Rp) para posteriormente incrementar progresivamente la luz
usando de 12 a 13 distintas intensidades luminicas (8-10 min) mientras se monitoreaba
la evolucion de oxigeno dentro de la cdmara. Al término de la ultima incubacién la
muestra se volvid a incubar en oscuridad para determinar la respiracion post-
iluminacion (R;). Las tasas de fotosintesis neta se transformaron en tasas de fotosintesis
bruta corrigiendo por las pérdidas por respiracion (Fotosintesis bruta = Fotosintesis neta
+ Respiracion, GPS). Las tasas de fotosintesis se normalizaron al 4rea y al peso seco de
cada muestra. Para cada curva independiente fotosintesis vs irradiancia se determind: 1)
la tasa méaxima de fotosintesis (P,q) estimada como el promedio de los valores
maximos obtenidos en cada curva a saturacion luminica; 2) la pendiente inicial de la
curva o alfa (o) en la fase lineal de incremento, calculada como la pendiente de una

regresion lineal (por lo general para valores de irradiancia < 80 umol quanta m? s™); y
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3) la irradiancia de saturacion (Ej irradiancia a la que satura la fotosintesis) y de
compensacion (E. irradiancia a la cual la fotosintesis compensa la respiracion)
calculadas por medio de las razones Ey = P,y o y E.= Rp:a. Utilizando el valor de la
absorptancia estimado para muestra (Apar) se determind la eficiencia cuantica de la
fotosintesis (@Dpax ; mol de oxigeno evolucionado por mol de fotones absorbido) como
Dax = 0/Apar, para posteriormente determinar los requerimientos minimos cuanticos
de la fotosintesis (1/@p.; niimero de fotones requerido para la evolucion de una
molécula de oxigeno). La irradiancia dentro de las camaras se mididé con ayuda de sensor
plano miniatura corregido por coseno conectado a el fluorémetro sumergible (PAR Fiber
quantum sensor, Diving PAM, Walz, Effeltrich, Germany), previamente calibrado contra los

valores determinados con un sensor plano corregido por coseno (LI193-SAR, LiCOR; Lincoln,

NE, USA) conectado a un Data Logger sensor (LI-COR 1400, Lincoln, NE, USA).

1.5.5.4. Calcificacion

La tasa de calcificacion se determin6 indirectamente por medio de la técnica de
la anomalia de alcalinidad (Chisholm & Gattuso, 1991). El principio de esta técnica
comunmente usada para determinar tasas de calcificacion de corales simbidticos y algas
calcareas (Chisholm & Gattuso, 1991; Chisholm, 2000; Martin et al., 2006; Colombo-
Pallotta et al., 2010), se basa en que la precipitacion/disolucion de 1 mol de CaCOs
reduce/incrementa la alcalinidad total del agua de mar (Ar) por dos equivalente molares.
Atendiendo a este principio, los cambios en la At de una muestra de agua de mar en
presencia de organismos con habilidad para calcificar y minimizando cualquier otro
proceso que involucre flujo de iones divalentes (por ej. PO4 ) seran debidos a la
precipitacion/disolucion de CaCOs. La calcificacion de las algas coralinas por lo tanto,
se estimd mediante la determinacion de la variacion de la Ar del agua de mar,
comparando la Ar previa a la incubacion y después de ser incubada en presencia de
algas coralinas. Las determinaciones de At se realizaron espectrofotométricamente de
acuerdo al método descrito en Yao & Byrne (1998). Esta técnica se basa en la en que la
alcalinidad total es determinada a través de la determinacion del pH de una muestra que
ha sido titulada con un 4cido fuerte y a la cual, le fue agregado previamente el colorante
bromocresol purpura (BCP). La determinaciéon del pH final de la muestra era
determinada de acuerdo a la lectura espectrofotométrica de las absorbancias a 432 y 589

nm de dicha muestra de agua de mar. Conociendo la cantidad de acido agregado, el
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volumen de la muestra (o peso) y la normalidad del acido es posible calcular la
alcalinidad total de la muestra de acuerdo a:
(‘[H+]TVSA+NAVA)

Vs

Ecuacién 4. Determinacion de la alcalinidad total (AT)

AT=

en donde: [H']r es la concentracion de protones estimada directamente del pH final, N4
es la normalidad del acido y V son los volumenes de agua (s) y acido () y su suma
(Vsa). Las titulaciones se realizaron con un microtitulador automatico (SD Scientific) y
con HCI 0.1IN, en un volumen aproximado de 20ml de agua de mar. Las lecturas
espectrofotométricas se realizaron en tiempo real durante la titulacion por medio de un
espectroradiometro miniatura (Ocean Optics USB 2000) conectado a una computadora
portatil. Durante toda la titulaciéon fue necesario burbujear N, para suprimir el
intercambio de CO, atmosférico con la muestra durante la determinacion. El cambio
total en la Ar permitid calcular la tasa de calcificacion de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

Calcificacion (G, pmol CaCOzem2h™) = AArv-(2 a 1)

Ecuacion 5. Determinacion de la tasa de la calcificacion a través de la técnica de la anomalia de alcalinidad

en donde: AAr es la diferencia entre la alcalinidad del agua de mar control (no tratada)
y el agua de mar incubada al final de la incubacion; v es el volumen de la muestra (L), a
es el area de la muestra en cm’; y T es el tiempo de incubacion (h). Se cuantifico, para el
método utilizado, una desviacion de 2.1 pmol kg™ cuando se compar6 la alcalinidad
total de agua estandar del laboratorio de Andrew Dickson (SCRIPS Oceanography
Institue, Batch 98). Las determinaciones de alcalinidad mostraron una precision
alrededor de 5.3 pmol kg en determinaciones de la misma muestra de agua de mar
(n=4). Incubaciones previas para determinar las tasas de calcificacion en algas coralinas
mostraron que una hora fue suficiente para determinar cambios significativos en la
alcalinidad de alrededor de los 50 pmol kg™, valores mucho mayores que el error de la
determinacion. Por lo tanto, se considero que una hora era suficiente para determinar las
tasas de calcificacion. Todas las determinaciones de alcalinidad fueron hechas con agua
de mar filtrada (50pum) procedente de la zona exterior a la laguna arrecifal de Puerto
Morelos, agua oceanica de la corriente de Yucatdn con minima presencia de nutrientes

que pudieran interferir en estas determinaciones (ver Enriquez & Schubert, 2014). Las
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muestras se analizaron en un tiempo no superior a 1 semana después de la incubacion

correspondiente.

1.5.5.5. Acoplamiento metabdlico entre Fotosintesis, Calcificacion y Respiracion

El estudio del acoplamiento entre la fotosintesis y la calcificacion se abordd
utilizando dos aproximaciones distintas. Primeramente, se determinaron los cambios de
la fotosintesis y la calcificacion a distintos niveles de irradiancia atendiendo a las
determinaciones de las curva P-E para cada especie por medio de determinaciones
simultaneas de evolucion de oxigeno y de anomalia de alcalinidad. Las determinaciones
fisiologicas se realizaron en camaras de incubacion de 15-20ml (DW3 Hansatech
Instruments, Norfolk, UK) con agua de mar filtrada a 30°C, temperatura de aclimatacion
de los organismos en verano (Rodriguez-Martinez et al., 2010) cuando el experimento
se realizd. Las muestras se incubaron por una lh a cada nivel de irradiancia. Los niveles
de irradiancia que se utilizaron fueron: 28, 40, 105, 202 y 600 pmol quanta m™ s™ para
rodolitos; 38, 60, 105, 160 y 512 pmol quanta m™ s para algas articuladas; y 11, 20, 37,
150 y 250 pmol quanta m™ s™', para algas incrustantes. Se utilizaron filtros de densidad
neutra para ajustar la intensidad luminica al valor deseado, que fueron colocados en la
ventana de las camaras. La irradiancia dentro de las camaras se determind como se
sefialo previamente. El tiempo de incubacion para la determinaciéon de cada curva
experimental fue de ~6-7h. Al terminar cada irradiancia experimental el agua de mar era
almacenada y reemplazada, para su posterior determinacion de alcalinidad. Del agua de
mar filtrada inicial se selecciond una muestra para realizar las determinaciones de
alcalinidad control. Se realizaron 4 determinaciones por especie para cada curva
fotosintesis vs irradiancia (P-E), y los datos se normalizaron por area y peso seco de
cada muestra. El acoplamiento metabolico se analiz6 considerando a la calcificacion (y)
como el proceso dependiente, y a la fotosintesis como el parametro independiente (x).

También se utilizaron diferentes inhibidores para determinar el grado de
dependencia entre ambos procesos fotosintesis y calcificacion, asi como para reconocer
la presencia de enzimas especificas relacionadas con cada proceso. Para ello se utilizo:
1) el herbicida DCMU (3-(3,4-diclorofenol)-1,1-dimetilurea) para bloquear el transporte
de electrones y con ello la fotosintesis sin afectar directamente a la actividad de
calcificacion; i1) el verapamilo ((RS)-2-(3,4-dimetoxifenil)-5-2[2-(3,4-

dimetoxifenil)etil-metil-amino]-2-(1-metiletil)pentanenitrilo) para bloquear los canales
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de calcio e inhibir la calcificacion sin afectar directamente a la fotosintesis; y iii) la
acetazolamida (N-(5-(aminosulfonil)-1,3,4-tiadiazol-2-il)-acetamida) para bloquear la
actividad externa de la enzima anhidrasa carbonica externa, o la presencia de actividad
extracelular de una enzima con un sitio activo similar a ella y sensible al mismo
inhibidor. Esta enzima tiene un papel fundamental como mecanismo de enriquecimiento
de carbono para minimizar la limitacién de la fotosintesis a luz saturante en muchos
organismos marinos, pero también se ha identificado su presencia en el proceso de
calcificacion mediado por actividad biologica (Allemand et al., 1998; Furla et al., 2000;
Hofmann et al, 2012; Enriquez & Schubert, 2014). Dado que el herbicida DCMU,
acttia directamente sobre el aceptor primario de electrones (Qg), se utilizé el analisis de
la curva de induccion de la senal de fluorescencia, y el fluorometro de alta resolucion
temporal (PEA) para determinar el éxito en la infiltraciéon (ANEXO A, seccién 6.1). Los
rodolitos son las estructuras mas gruesas de algas coralinas examinadas, por lo que
fueron utilizados como modelo para determinar el ¢éxito de la infiltracion con DCMU.
Se determind que el tiempo adecuado para una infiltracion correcta era de 30 min y se
utilizd una concentracion final de 10uM (Schubert, 2008). La aplicacion del verapamilo
y del inhibidor de la anhidrasa carbdnica externa se utilizo tinicamente en los rodolitos.
Similar al DCMU, estos inhibidores se aplicaron por 30 minutos y ambos a una
concentracion de 10uM. Todas las determinaciones que se hicieron para evaluar el
efecto de cada inhibidor sobre la fotosintesis y la calcificacion fueron hechas para
secciones apicales de las ramas de los rodolitos y de algas articuladas que se expusieron
a condiciones de luz saturantes de aproximadamente 600 pmol quanta m™ s™. Para las
algas incrustantes se utilizaron sus secciones transversales una intensidad de luz de 100
umol quanta m™ s atendiendo a los resultados de las curvas P-E y utilizando el sensor
plano corregido por coseno descrito previamente para medir la irradiancia. Todas las
incubaciones fueron hechas con agua de mar filtrada (45um). Del mismo set de
muestras iniciales, se hicieron también determinaciones sobre organismos control a los
que no se les habia aplicado el inhibidor. Los cambios observados fueron expresados

relativos al valor control.

1.5.5.6. Respuesta de las tasas metabdlicas a la temperatura, determinacion del
factor de escala (Q)

Las respuesta a los cambios en la temperatura de las tasas metabolicas, Py, Ry y
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Guax s determind utilizando 5 tratamientos: 24°C, 26°C, 28°C, 30°C y 32°C. Este
intervalo de temperatura representa la fluctuacion estacional de la temperatura
superficial del agua de mar en la laguna arrecifal de Puerto Morelos, la cual muestra un
maximo de verano de 29.9°C + 0.1 (Agosto) y un minimo en invierno de 25.7°C £ 0.1
en Enero-Febrero (promedio del periodo 1993-2005, Rodriguez-Martinez et al., 2010).
Todas las muestras fueron aclimatadas por 30 minutos a la temperatura deseada previo a
cada determinacion fisiologica (incubaciones de 45 minutos) y se utilizaron de 6-8
réplicas independientes por morfotipo y tratamiento. Todas las determinaciones fueron
realizadas a la luz saturante para cada especie. A diferencia de las determinaciones de
evoluciéon de oxigeno (fotosintesis y respiracion), las incubaciones para determinar las
tasas de calcificacion se realizaron en cémaras cilindricas de acrilico de 20 ml de
volumen colocadas en un recipiente de 3L conectado a un bafio termocirculador con
control de temperatura para mantener la temperatura constante de incubacion. El agua
de cada incubacion fue almacenada para su posterior analisis de alcalinidad, asi como
una muestra control de agua de mar sin actividad organica. Los anélisis de alcalinidad
se hicieron en un tiempo no superior a una semana después de la incubacion
correspondiente. Se utilizaron lamparas de halogeno comerciales (50 W) como fuentes
de luz. Una vez hechas las determinaciones fisiologicas a cada temperatura se determind
el cociente metabolico, Qo (ver andlisis de datos). De igual forma, la irradiancia dentro
de éstas camaras se midido con el sensor plano corregido por coseno descrito con

anterioridad.

1.5.6. Desarrollo experimental

1.5.6.1. Descripcion del sistema de mesocosmos

Todos los experimentos para evaluar el efecto del pH y temperatura sobre el
desempefio coralino fueron realizados en el sistema de mesocosmos de la UASA-
UNAM en Puerto Morelos. El sistema de mesocosmos consiste en 16 tanques de 30 L
alimentados constantemente con agua de mar que proviene directamente de la laguna
arrecifal pero que es almacenada primero, en tanques reservorios de 1000L en donde se
ajustan las condiciones experimentales deseadas. La tasa de flujo del agua de los
tanques experimentales (30L) fue de 0.33 L s” y se mantuvo una tasa de recambio de
90s. El sistema de mesocosmos también cuenta con un control automatico de pH y

temperatura. El primero es mediante un sistema de valvulas electronicas (Sierra
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Instruments, INC, Smart-Track 2) que enriquecian de CO; a los reservorios conectadas
a electrodos de pH (Thermo Scientific). Estos electrodos monitoreaban el pH del agua
de mar del reservorio vy, si este valor subia del deseado, se enviaba una sefal al sistema
para abrir la valvula y, para cerrarse, una vez que el pH experimental se alcanzaba. Los
electrodos se calibraron con buffers NBS (pHngs) al inici6 del experimento. La
temperatura por otro lado, se controld6 por medio de calentadores comerciales para
acuario (Process Technology, USA) localizados en los tanques reservorio, conectados a
sensores termocople (tipo J, TEI Ingenieria, México). Las condiciones controladas de
pH y temperatura del sistema de mesocosmos, pueden ser monitoreadas utilizando un
sistema digital e inaldmbrico de adquisicion de datos (National Instruments, USA), con

una resolucion de 0.1°C para la temperatura y de 0.01 unidades de pH.

1.5.6.2. Diseiio experimental y descripcion de tratamientos

Todos los experimentos fueron hechos en condiciones de verano, Agosto-
Septiembre 2013 (MMM local de 30°, Rodriguez-Martinez et al., 2010). Después de
una aclimatacion inicial a las condiciones control (=1 semana, hasta que los valores de
F,/F, alcanzaron un valor constante), organismos de los tres morfotipos se expusieron
durante diez dias a cuatro tratamientos en un disefio ortogonal completo de dos factores:
1) tratamiento control: 30°C (MMM de verano) y pH ambiente (laguna = 8.1); 2)
tratamiento pH bajo: temperatura control, 30°C) + pH controlado de 7.9 (escenario B2
de acuerdo al IPCC (Solomon et al., 2007); 3) estrés térmico (anomalia térmica de +2°C
por encima del MMM local) y pH ambiente 32°C (promedio verano + 2°C de estrés
térmico) + pH ambiente (8.1); y 4) tratamiento interaccion: estrés térmico (32°C) y pH
bajo (7.9). Estas condiciones de pH y temperatura fueron controladas durante los diez
dias experimentales y monitoreadas cada 10 minutos. Se colocaron de 8-10 individuos
por especie en cada tanque (16-20 por tratamiento) y se utilizaron dos tanques de 30L
distintos para cada tratamiento. Las algas articuladas y las incrustantes fueron colocadas
en los mismos tanques, pero los rodolitos en tanques independientes, atendiendo a los
niveles de luz especificos para cada especie determinados de acuerdo a las
descripciones de las curvas P-E y las descripciones de las condiciones luminicas de cada
habitat. El objetivo de lo anterior fue inducir un estrés luminico moderado y similar para
cada especie (presion moderada sobre el PSII sensu Maxwell et al., 1995). Para

determinar las condiciones luminicas de cada habitat se utilizd el coeficiente de
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atenuacion de luz descrito para la laguna arrecifal de Puerto Morelos (Kq = 0.1 m™) por
(Enriquez & Pantoja-Reyes, 2005) y la profundidad a la que se hizo la colecta de los
organismos. Las condiciones luminicas experimentales finales establecidas para cada
morfotipo fueron las siguientes: 53% de atenuacion de luz para los rodolitos; 75% para
Amphiroa tribulus;, y ~ 98% (2% de la irradiancia superficial) para las algas
incrustantes, CCA. Los bajos niveles de luz utilizados para las CCA fueron
seleccionados después de haber inducido una pérdida severa de pigmentacion en so6lo
unas horas de exposicion luminica a las primeras condiciones experimentales (= a las de
las algas articuladas). Esta alta susceptibilidad de las algas incrustantes a sufrir
fotoinhibicion exigieron la gran disminucion de las condiciones luminicas
experimentales hasta que se consiguieron similares niveles de presion luminica sobre
esta especie con so6lo un 2% de la exposicion en superficie. La irradiancia superficial fue
monitoreada cada 5 minutos a lo largo del experimento utilizando un sensor de luz
plano corregido por coseno (LI193-SAR, LiCOR; Lincoln, NE, USA) conectado a un
Data Logger sensor (LI-COR 1400, Lincoln, NE, USA). La variacién diurna de la
radiacion solar se expreso describiendo la variabilidad instantanea en la irradiancia en
umol quanta m™ s pero también como cambios en la exposicion de luz integrada a lo
largo del dia (mol quanta m™ dia'). Para poder completar las determinaciones
fisiologicas de cada tratamiento experimental, y al mismo tiempo mantener todos los
organismos en cada tratamiento durante el mismo tiempo, se utiliz6 un retraso de un dia
para el inicio de cada tratamiento de tal modo que cada condicion experimental termind
al dia diez de haber comenzado. De acuerdo a lo anterior, la linea temporal utilizada fue
la siguiente): 1) inicio el dia 0 del tratamiento control; ii) inicio el dia 1 del tratamiento
de bajo pH; iii) inicio el dia 2 del tratamiento de estrés térmico; y iv) inicio el dia 3 del
tratamiento de interaccion. Se utilizaron entre 16-20 organismos por tratamiento. Al
iniciar el experimento las muestras fueron distribuidas al azar en los tanques. El sistema
de mesocosmos se limpio cada dos dias para evitar el crecimiento y acumulacion de
epifitos sobre los organismos experimentales y los tanques. También, cada dos dias, se
colectaron muestras de agua de mar de los tanques para estimar la alcalinidad y el pH de
las condiciones experimentales a lo largo del tiempo y calcular asi, los pardmetros
quimicos del sistema de CO, (TCO,, CO,, HCO3'], CO32+, pCO;2 y Qcaic). Asimismo la
eficiencia maxima fotoquimica (F,/F,) se monitored diariamente al atardecer (19:00
aproximadamente) utilizando un fluorémetro sumergible PAM (Diving PAM). Estas

determinaciones (F,/F,) se realizaron en 15-20 min después del atardecer (10 umol
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quanta m? s™) cuando todo el decaimiento (quenching) no fotoquimico (NPQ) habia
sido relajado y la eficiencia fotoquimica del fotosistema II se asume que es maxima.
Descripciones de aproximaciones experimentales similares se encuentran disponibles en
Enriquez et al. (2002), Cayabyab & Enriquez (2007) y Kemp ef al. (2014). Al iniciar el
experimento (dia 0) y después de 10 dias en cada tratamiento, se determinaron en los
organismos experimentales las tasas de P, R; y Guax €n el laboratorio, utilizando las
mismas condiciones del experimento (pH y temperatura). Ademas, al finalizar cada
tratamiento experimental a cada organismo se le determind su concentracion de
pigmentos (clorofila a y antena) y se les fotografié para documentar cambios en su
coloracion. Se utilizaron de 6-8 réplicas (determinaciones sobre diferentes organismos)
por tratamiento para cada determinacion. Los resultados finales fueron expresados como

cambios relativos al control.

1.5.7. Analisis estadistico de datos

Todos los andlisis descritos continuacion fueron realizados con el paquete
estadistico SPSS™, a menos que se indique lo contrario. En caso de ser necesario, los
datos a analizar fueron transformados (log) para cumplir con los supuestos de
normalidad y homocedasticidad necesarios para los analisis paramétricos.

La descripcion de la variacion de los parametros estructurales del talo y
funcionales se realizé por medio de graficos de Box. Las asociaciones de variacion
entre los diferentes descriptores se determinaron por medio de andlisis de correlacion de
Pearson. Particularmente para estos andlisis, los datos fueron transformados
logaritmicamente para normalizar su distribucion de variacion. Ademads, esta
transformacion permite la descripcion de las asociaciones de variacion siguiendo
funciones alométricas del tipo y = a *X*. Los analisis alométricos o de escala, son
herramientas muy Tutiles para reconocer relaciones forma-funcion entre dos o mas
variables bioldgicas y ofrecen modelos explicativos o hipotesis de partida de modelos
bioldgicos de caracter mecanistico causa-efecto (Niklas, 1994). Se aplic6 el modelo de
regresion lineal simple a los valores transformados de forma: log y = log 8 + o log x, lo
que permitié obtener modelos basados en una funciéon de poder con las variables no
transformadas: y = B x* y obtener asi los factores de escala (o) que describen la
magnitud de la dependencia no lineal de un descriptor funcional en funciéon de los

cambios de un descriptor estructural. Una vez determinado el factor de escala, se le
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aplicé la correccion RMA, “Reduced Major Axis” por sus siglas en inglés (Niklas,
1994), que permite una correccion al factor de escala entre las dos variables (x, y) por
los errores asociados a sus respectivas determinaciones. Por lo tanto x no se considera
como una variable completamente independiente y se asumen dos fuentes de
incertidumbre. El factor de escala corregido se calculd por medio de la siguiente
ecuacion:

FErma = FErs /Y R?

Ecuacién 6. Correccion del factor de escala utilizando el “Reduced Major Axis, RMA”

en donde: FErma es el factor de escala del analisis RMA; FE; s es el Factor de escala
estimado por medio de la regresion lineal simple; y R” es el coeficiente de
determinacion del andlisis de regresion. Si el FE es igual a 1, las dos variables estan
asociadas de forma lineal (y es directamente proporcional a x = relacion isométrica o
linear). Si FE es > 1, existe una asociacion no lineal entre los dos descriptores de forma
que a valores mayores de x, el descriptor y se incrementa proporcionalmente mas
rapido. Por otro lado si FE es < que 1, la no linearidad indica que a valores mayores de
x, el descriptor y se incrementa proporcionalmente, de una manera mas lenta. Para
determinar diferencias entre la pendientes e interceptos de las asociaciones de variacion
de los descriptores estructurales y funcionales de cada morfotipo, se utilizd un analisis
de covarianza, ANCOVA. Para entender y describir mejor la variacion de los
descriptores funcionales, se realizaron analisis de regresion multiple descomponiendo
los diferentes descriptores estructurales en sus componentes mas basicos. Sin embargo,
debido a la colinearidad detectada entre los distintos descriptores se aplico para algunos
casos, un analisis de rutas (path analysis) que distingue entre los efectos directos e
indirectos de las asociaciones de variacion, de acuerdo a la aproximacion utiliza por
Enriquez ef al. (1993) y (Enriquez & Sand-Jensen, 2003).

Para determinar el grado de significancia de las diferencias observadas entre
morfotipos en los pardmetros derivados de las curvas P-E y G-E se realizaron ANOVAS
de una via y comparaciones pareadas a posteriori de HSD Tukey.

El acoplamiento metabodlico entre la fotosintesis bruta y la calcificacion se

describio con un modelo sigmoidal de 4 parametros de acuerdo a Seber & Wild (1989):
A
1_|_e—k(x—c)

Ecuacién 7. Modelo sigmoidal usado para describir el acoplamiento metabdlico entre las tasas de fotosintesis y calcificacion

Tasa de calcificacion (G, umol de CaCO; cm‘zh'l)z
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en donde: A= amplitud o tasa méxima de calcificacion observada, k = es factor de
escala de x, ¢ = centroide de la curva o valor de fotosintesis bruta para obtener la mitad
de la amplitud. El parametro k se utilizo para calcular la tasa maxima de incremento de

la calcificacion con respecto a la fotosintesis mediante la siguiente ecuacion:

. ] A*k
Tasa maxima de incremento de G= e

Ecuacién 8. Determinacion de la tasa maxima de incremento de calcificacion

Este modelo fue calculado en el software KaleidaGraphs™. De esta asociacion se
derivo un quinto parametro, que describe cuantitativamente el valor minimo de la tasa
de fotosintesis que es necesario para suprimir la descalcificacion del alga coralina
(valores negativos de la calcificacion). Este parametro se denominé como lo
requerimientos fotosintéticos minimos de la calcificacion (MPR, pmol O, cm™ h™) y se
calculé como el intercepto de x de la regresion lineal de la asociacion fotosintesis-
calcificacion. Para describir el acoplamiento metabdlico entre respiracion y
calcificacion se utilizd una regresion lineal simple y las posibles diferencias entre
especies se determinaron con un analisis de la covarianza (ANCOVA).

El impacto de los distintos inhibidores (DCMU, Verapamil y Acetazolmida)
sobre las tasa maximas de fotosintesis y calcificacion y las tasas de respiracion post-
iluminacion (Pyay, Guax Y Rr) se determind con pruebas t-student entre los organismos
control y los organismos experimentales de cada especie de alga coralina.

La variacion en las tasas metabdlicas por efecto de los incrementos en la
temperatura (24-32°C) se describi6 por medio de regresiones lineales a la curva de
respuesta metabolismo-temperatura y, a través del calculo del factor de escala de la
temperatura (Qjo) para cada tasa metabdlica y morfotipo. El Qo se calculé6 como la
razon entre la tasa metabodlica a 33 y 24°C. Para examinar y determinar las posibles
diferencias en las pendientes de variacion del metabolismo con la temperatura entre
especies se realizaron analisis de la covarianza (ANCOVAS).

Para el analisis del efecto diferencial de la temperatura y el pH sobre el
metabolismo coralino y la variacion del F,/F;, en las tres especies de algas coralinas
examinadas, se utilizéo una ANOVA de dos vias con los tratamientos (pH y temperatura)
como factores fijos (dos niveles por tratamiento). Ademés, una ANOVA de una via se
utilizd para establecer diferencias entre el control y cada tratamiento experimental, y
entre los dias iniciales y final del F,/F,, de cada tratamiento. La hoja de calculo COasys

se utiliz6 para calcular los parametros del sistema CO,-carbonatos Pierrot et al. (2006).
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1.6. Esquema general

La descripcion de este trabajo se ha organizado en tres capitulos experimentales
que se describen a continuacion. Un ultimo capitulo de discusion general que pone en

un contexto general los resultados obtenidos se ha afiadido al final.

Capitulo 2, “Anadlisis morfo-funcional de las algas coralinas: implicaciones sobre las
propiedades de absorcion de Iluz”, que analiza el objetivo particular 1.1.1 y

corresponde a los analisis de las propiedades opticas de las algas coralinas.

Capitulo 3, “Caracterizacion fisiologica de las algas coralinas: fisiologia fotosintética,
acoplamiento metabdlicos entre fotosintesis, respiracion y calcificacion, y factor de
escala metabdlico de la temperatura” que analiza los objetivos particulares 1.2.1, 1.2.2
y 1.2.3 que corresponden a la descripcion de la respuesta fotosintética y de calcificacion
a la luz, a la descripcion del acoplamiento metabolico entre fotosintesis y calcificacion,
y, respiracion y calcificacion, y finalmente, la descripcion del factor de escala de estas

tasas metabolicas con respecto a la temperatura.

Capitulo 4, “La luz y la inhibicion de la fotosintesis como factores clave para explicar
la diversidad de respuestas fisioldgicas de las algas coralinas al estrés térmico y a la
reduccion de pH” que analiza los objetivos particulares 1.3.1 y 1.3.2, que corresponden
a la descripcion del experimento que ha permitido analizar el impacto del estrés térmico

y la reduccion del pH sobre la fisiologia de las algas coralinas.
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Capitulo 2: Analisis morfo-funcional de las algas coralinas:

implicaciones sobre las propiedades de absorcion de luz

2.1. Resumen

Las propiedades morfo-funcionales de los organismos tienen un papel clave en la determinacion
de su habilidad competitiva y su respuesta frente al ambiente. Una gran dificultad en ecologia
funcional es identificar los descriptores estructurales clave de procesos biologicos
fundamentales que explican las restricciones funcionales o habilidades especiales de los
organismos en su adecuacion al ambiente. La alometria funcional es una disciplina de la
ecologia comparativa que se dedica a encontrar estas relaciones morfo-funcionales y determinar
como se escala una determinada funciéon a los cambios estructurales. Para ello, un primer
requisito es encontrar o definir pardmetros cuantitativos y de caracter universal que puedan
describir una determinada propiedad estructural o funcional. La capacidad y eficiencia de
absorcion de luz del tejido fotosintético son dos propiedades funcionales de los organismos
fotosintéticos, claves para determinar la dosis de luz que absorbe una estructura fotosintética
(capacidad) y los recursos y/o costos estructurales (eficiencia) que necesita un determinado
colector de luz para captar el principal recurso de los organismos fotosintéticos, la energia
luminica. El parametro absorptancia (A), que describe a la fracciéon de luz incidente que es
absorbida por el aparato fotosintético, y los coeficientes de absorcion de luz por unidad de
pigmento (a*pigm, m’® pigm’) o masa (a*y; m> g PS™) de tejido o talo, son los descriptores
cuantitativos y universales de estas dos propiedades funcionales. Su calculo deriva de las
determinaciones de los espectros de absorcion de luz de las estructuras fotosintéticas. Asi
mismo el contenido de pigmentos, el grosor de la estructura y la masa especifica (g PS m™) son
descriptores estructurales directamente implicados en la variacion de la capacidad y eficiencia
de absorcion de luz de los tejidos fotosintéticos. En este capitulo se estudio la dependencia
estructural de las propiedades de absorcion de luz en tres especies de algas coralinas que
representan a las tres formas de crecimiento caracteristicas de este grupo taxonomico: los
rodolitos (de vida libre), algas articuladas y una morfologia incrustante simple (dos
dimensiones). Este analisis pretende identificar habilidades y limitaciones funcionales de las
algas coralinas asociadas a cada una de estas formas de crecimiento, con capacidad predictiva
(identificacion de mecanismos funcionales) de la segregacion de nicho diferencial que cada
morfotipo va a experimentar en el habitat arrecifal. Los resultados de este analisis confirman
que la estructura del talo y su masa especifica ademas de los cambios en su contenido en
pigmentos, determinan la variacion en la absorptancia y en la eficiencia de absorcion de luz del
talo (a*piem y a*wm). Se evidenci6 ademas que la presencia de un esqueleto de carbonato permite

incrementar significativamente esta eficiencia de forma similar a lo documentado previamente
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para corales simbioticos por Enriquez et al. (2005). Mientras que los rodolitos y las algas
incrustantes son los morfotipos mas eficientes, las algas articuladas son el morfotipo mas
versatil, pues presentan una capacidad bifacial en lo que respecta a sus propiedades funcionales,
es decir presentan caracteristicas de ambos, los rodolitos y algas incrustante. La mayor
eficiencia de absorcion por biomasa del alga incrustante, le permite generar a este morfotipo
talos muy delgados y virtualmente le permite crecer debajo de colonias de coral (Orbicella
annularis y O. faveolata) en ambientes del arrecife muy limitados por luz. Por otro lado, los
rodolitos son el morfotipo mas exitoso en ambientes arrecifales que no tienen sustrato
consolidado, de mayor iluminaciéon donde puede generar tejidos mas gruesos, condiciones
donde el alga articulada no puede asentarse La mayor eficiencia de absorcion de los rodolitos y
las algas incrustantes les permitiria también ser mas exitosos en condiciones de mayor
limitacién de nutrientes. Aunque parte del éxito de las algas articuladas radique en capacidad
bifacial funcional, el mayor éxito y ventaja sobre los otros dos morfotipos probablemente sea su
habilidad para formar doseles complejos, lo que le daria mayor productividad por unidad de

individuo, siempre y cuando exista un sustrato disponible.
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2.2. Introduccion

Las propiedades morfo-funcionales de los organismos tienen un papel clave en
la determinacion de las diferentes habilidades competitivas que ellos tienen para ocupar
el espacio y responder asi a la variacion ambiental y por tanto, a su adecuacion. El
analisis de las relaciones morfo-funcionales de los organismos fotosintéticos se ha
abordado desde diferentes perspectivas y destaca como pionera, la descripcion de tres
estrategias competitivas en el modelo triangular R-S-C de Grime (1977) para pastos
terrestres, y en particular, para macroalgas bentonicas marinas, los grupos funcionales
de los Littler (Littler, 1980; Littler & Littler, 1980). Estos modelos explicativos estdn
basados en la descripcion de categorias, la cuales no son parametrizables, y por tanto, su
analisis es limitado y presentan un poder predictivo menor (Dethier et al., 1991,
Dethier, 1994; Steneck & Dethier, 1994; Padilla & Allen, 2000). Las aproximaciones
basadas en modelos cualitativos parciales, aunque efectivas para una determinada
comunidad o flora, han sido criticadas por su simplicidad y su falta de capacidad de ser
aplicables en otras comunidades bioldgicas. Los descriptores cuantitativos y universales
son mucho mas utiles pero dificiles de identificar para que puedan reflejar procesos
fundamentales en la adecuacion de los organismos al ambiente (Dring, 1992; Duarte et
al., 1995; Davison & Pearson, 1996; Padilla & Allen, 2000; McGill et al., 2006). La
absorcion de luz es un proceso fundamental en los organismos fotosintéticos pues
determina la energia luminica que potencialmente puede ser transformada en carbono
organico, a la vez que determina el fotodafio potencial en el aparato fotosintético si es
absorbida en exceso. Los descriptores cuantitativos y universales de las propiedades de
absorcion de luz son claves para determinar la dosis de luz que absorbe una estructura
fotosintética (capacidad, A) y los recursos estructurales que necesita para colectarla
(eficiencia, a*). Las propiedades de absorcion de luz varian considerablemente entre
individuos de la misma especie, y también entre especies y poblaciones, aunque pueden
ser explicadas por la variacion de descriptores estructurales del tejido fotosintético
como el grosor, la masa especifica y el contenido de pigmentos (Ramus, 1978; Sand-
Jensen, 1988; Enriquez et al., 1992; Markager, 1993; Enriquez et al., 1994; Geertz-
Hansen et al., 1994; Enriquez et al., 1995; Figueroa et al., 1995; Enriquez et al., 1996;
Olesen et al., 2002; Enriquez & Sand-Jensen, 2003; Enriquez, 2005). Estas asociaciones
que se han documentado previamente proveen de modelos explicativos, como la

importante restriccion del aumento del grosor (tamafio) de la estructura fotosintética
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sobre el metabolismo fotosintético (Nielsen & Jensen, 1990; Enriquez et al., 1996;
Nielsen et al., 1996). En este sentido, la alta capacidad (A) y eficiencia de absorcion de
luz (a*pigm) de los corales escleractineos simbioticos y su eficiente uso de esta energia
en fijar carbono en el proceso fotosintético se ha explicado por el efecto de la dispersion
multiple de la luz sobre sus esqueletos de CaCOs, lo que le confiere una ventaja
ecoldgica muy importante en ambientes oligotroficos arrecifales (Enriquez, 2005;
Rodriguez-Roman et al., 2006). Asi mismo, muchas especies de macroéfitas son capaces
de habitar en condiciones limitantes de luz gracias a su alta eficiencia de absorcion de
luz por unidad de biomasa (a*\) pues permite generar estructuras delgadas y baratas
(Markager & Sand-Jensen, 1992; Enriquez & Sand-Jensen, 2003). Ademas, en este tipo
de organismos con estructuras fotosintéticas delgadas, modificaciones en el contenido
de pigmentos, como lo documentado para el algas del género Ulva, son claves en su
€xito en colonizar areas con condiciones limitantes de luz para optimizar su capacidad
de colectar energia luminica y reducir sus requerimientos fotosintéticos (Sand-Jensen,

1988; Markager, 1993).

Las algas coralinas es un grupo muy amplio de algas rojas capaz de habitar
ambientes muy diversos en cuanto a la presencia de herbivoros, y el movimiento de
agua. Gran parte de su habilidad competitiva se asocia a la proteccion que les confiere
el esqueleto de CaCOs (Littler, 1973a; Littler & Littler, 1980; Littler et al., 1985;
Steneck & Dethier, 1994; Steneck & Martone, 2007). Sin embargo, también habitan en
contrastantes ambientes luminicos, lo que tiene implicaciones fisioldgicas y ecologicas
muy importantes (Littler, 1972; Algarra & Niell, 1987; Payri et al., 2001; Chisholm,
2003; Schubert & Garcia-Mendoza, 2008) que no han sido suficientemente
consideradas para explicar su diversificacion de nicho y la diferenciacion en las
habilidades competitivas entre especies. El papel que estos cambios pueden ejercer
sobre la habilidad para calcificar de las algas coralinas se desconoce, asi como el papel
que el esqueleto de CaCO;3 y la forma de crecimiento del organismo, puede tener en
modificar la capacidad y eficiencia de la absorcion de luz de sus talos. Por ejemplo, de
acuerdo a la informacion disponible, la variacion de la intensidad de luz determinaria
principalmente cambios en la fisiologia fotosintética, en el grosor y el area total de
tejido, ademas de en el contenido de pigmentos del talo, pero se desconoce todavia cual
es su efecto sobre la forma de crecimiento y/o morfologia de las algas coralinas (Littler,

1973b; Algarra & Niell, 1987; Dethier, 1994; Steller & Foster, 1995; Enriquez et al.,
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2009). Describir como varian las propiedades de absorcion de luz en las distintas formas
de crecimiento de las algas coralinas permitira quizéas explicar diferencias entre ellas en
su adecuacion al ambiente. En este capitulo se realiz6 un andlisis comparativo morfo-
funcional de las propiedades oOpticas en tres especies del arrecife de Puerto Morelos que
representan las tres formas de crecimiento tipicas de algas coralinas (Fig. 2). El objetivo
fundamental de este andlisis fue identificar mecanismos que pudiera explicar diferencias
funcionales en las habilidades competitivas entre los tres morfotipos. Se examinaron la
capacidad (A) y la eficiencia de absorcion de luz (a*pigm) por unidad de pigmento y de
biomasa (a*), utilizando a la variacion en el contenido de pigmentos y la masa

especifica del talo (TMA) como variables explicativas.

2.3. Resultados
2.3.1. Descriptores estructurales del talo

2.3.1.1. Peso seco, contenido de CaCO3 y materia organica

El contenido de CaCOj del talo vari6 entre el 91 y 94% del peso seco total y
mostrdé una mayor proporcion en rodolitos e incrustantes. La relacion entre el peso
hiimedo y el peso seco pero también la composicion relativa de contenido orgénico e

inorgéanico fueron similares entre los tres morfotipos (Tabla II).

Tabla II. Componentes del peso total de las algas coralinas.
PH:PS razén entre peso humedo y peso seco total; MOS, materia organica seca. Los valores representan

la media + ES. Los nimero en paréntesis corresponden a n.

PH:PS %CaCO;  %MOS

Rodolitos (45) 1.2+0.009 943+02 57+0.2
Articuladas (20) 1.1+0.007 91.6+04 84+0.4

Incrustantes (5) 1.1+£0.03 93.6+08 6.4+0.3

2.3.1.2. Variacion en la masa especifica, grosor y contenido de pigmentos

Se observaron diferencias significativas (ANOVA 1 via, P<0.05, Tukey HSD
ANEXO B, seccion 6.2) para los descriptores estructurales (masa especifica, grosor del
tejido y pigmentos) principalmente entre rodolitos e incrustantes. Se observo que la
masa especifica del talo (TMA, gPS m™) fue menor para las algas incrustantes, ~400
gPS m? y de dos a tres veces mayor, respectivamente, para las algas articuladas y

rodolitos, con una moderada variaciéon entre morfotipos (CV = 24-38%; Fig. 4). El
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mismo patron fue observado para el grosor del talo (Fig. 4). La densidad del tejido por
otro lado, fue mayor para el alga articulada y menor para las algas incrustantes (=1.5 y
2.5 mg cm™ ), con una variacién mucho menor a la observada para la TMA vy el grosor
(<11%). Los talos de las algas articuladas e incrustantes mostraron las mayores
secciones transversales y contenido de pigmentos fotosintéticos (=1000-1500 mg
pigmento m™ y 1.5-2 mg pigmento gPS™) en comparacién de los rodolitos (Fig. 4). La
variacion de la seccion transversal y contenido de clorofila @ mostré el mismo patron (=
70 mg chl @ m? y 0.16 mg chl a gPS™). El analisis pigmentario revelé que la
ficoeritrina fue el pigmento que se encontré en mayor proporcion en el tejido de las tres
especies analizadas (=50%) y la clorofila @ en menor (<10%). En general, la variacion
observada en los descriptores de pigmentos fue de moderada a media para cada
morfotipo (C.V. 35-54%). Al comparar los tres morfotipos, la variacion de la seccion
transversal del contenido total de pigmentos fue de casi tres 6rdenes de magnitud (Fig.

4).

2.3.2. Determinaciones opticas del talo: absorcion de luz

Los resultados descritos a continuacion derivan de las determinaciones de
absorcion de luz del talo (y su correspondiente analisis estructural) y corresponden a
159 determinaciones espectrofotométricas, de las cuales 111 determinaciones fueron de
reflectancia (63 rodolitos, 36 articuladas y 12 incrustantes) y 48 determinaciones de
absorcion y transmision (36 articuladas y 12 incrustantes). Estos valores son los nimero
maximos por determinacion, pero variaron dado que las determinaciones estructurales

son independientes (p. ¢j. determinacion de pigmentos y peso de la muestra).
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Figura 4. Graficos de Box para ilustrar la variabilidad de los descriptores estructurales.

(a) y (b) Masa especifica del talo (TMA, gPS m?) y grosor (mm); (¢) y (d) seccion transversal de
pigmentos totales (ficoeritrina + ficocianina + aloficocianina + chl ) y de clorofila a (mg pigmento m™)
y (e) y (f) contenido de pigmentos totales y clorofila a por peso seco del talo (mg pigmento gPS™). Las
cajas representan los cuartiles del 25 al 75% de los datos y la linea representa la mediana. Las cajas se
extienden hasta los limites de confianza del 5 y 95% y los circulos representan observaciones por encima
de estos limites. Encima de cada grafico se muestran los coeficientes de variacion de cada especie.
Simbolos distintos alineados representan diferencias significativas entre especies (ANOVA 1 via, P<0.05,
HSD Tukey post-hoc, P<0.05). Colores de las cajas: rosa, rodolitos, morado algas articuladas y gris algas

incrustantes.
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2.3.2.1. Espectros de absorcion de luz y reflectancia y variacion de los descriptores
opticos funcionales

Los espectros de absorcion de luz mostraron las caracteristicas esperables para
las algas rojas (Fig. 5), con los picos de absorcion de las ficobiliproteinas,
aloficocianina (650nm), ficoeritrina (490, 545 y 576 nm) y ficocianina (620-625nm) y
los de la clorofila @, a 430 y 680 nm (ver Govindjee & Braun, 1974). En el ANEXO B
se muestra un analisis detallado de los picos de absorcion. En las determinaciones de
transmision se observd muy poca absorcion residual a 750nm (D750<0.08), lo que indica
que se consigui® mantener en las determinaciones muy pocas pérdidas por
esparcimiento (scattering) a pesar la complejidad que el esqueleto de carbonato de estas
algas les confieren. Los espectros de reflectancia obtenidos para los esqueletos
blanqueados de las tres morfologias fueron idénticos. Los espectros de reflectancia para
los tejidos vivos, muestran aparentemente caracteristicas diferentes a los espectros de
absorcion por su menor resolucion, pero al hacerlos comparables (log 1/R) se pueden
reconocer mejor las caracteristicas espectrales de las algas coralinas (Fig. 5). De los
descriptores funcionales Opticos derivados de las determinaciones de transmision y
reflectancia, se encontraron diferencias significativas entre morfotipos. También se
observaron diferencias muy importantes en las caracteristicas Opticas entre los dos lados
del talo del alga articulada (Fig. 6, ANOVA 1 via, P < 0.05, Tukey HSD P < 0.05,
ANEXO B, seccion 6.2). La capacidad de absorcion de luz del talo (absorptancia, A)
mostr6 un patrén similar al de la TMA por morfotipo, pero con mucha menor variacion
(C. V. 6-12%, Fig. 6a, b). Se estimaron valores entre 0.7-0.8 y 0.8-0.9 para el promedio
del PAR, Apar y el pico en el rojo de la clorofila a, Aggo respectivamente para los
rodolitos y el lado de alta pigmentacion del alga articulada. Para el lado de baja
pigmentacion del alga articulada y las algas incrustantes, se estimaron respectivamente,
valores de 0.6 y 0.7 para la Apar y Asso (Fig. 6a, b). El coeficiente especifico de
absorcion de los pigmentos (a*par Y a™es0) fue también mayor para los rodolitos y
menor para los morfotipos restantes dos lados del alga articulada y las algas incrustantes
Fig. 6¢c, d), pero con diferencias entre morfotipos mucho mayores para este descriptor
(30-40%) si se compara con lo observado para la absorptancia. Los mayores valores
promedio para a*par Yy a*eg0 respectivamente fueron en rodolitos de 0.004 + 0.001 y
0.050 + 0.01 m”* mg pigmento™; y los menores en incrustantes de 0.001 + 0.0006 y
0.016 + 0.0045 m> mg pigmento”. Contrario a estas tendencias, los valores del

coeficiente especifico de absorcion de la biomasa (a* v par Y @™*um 630) fueron mayores
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para el alga incrustante y el lado de alta pigmentacion del alga articulada y, menor para
los rodolitos y el lado de menor pigmentacion del alga articulada (Fig. Fig. 6d, ¢). La
a*y mostr6 una variacion similar pero con el patron inverso a la a* ;. Los mayores
valores promedio se estimaron para las algas incrustantes (0.0026 + 0.001 y 0.0018 +
0.0006 m*> g PS™ para a* v par ¥ @*u g0 respectivamente) y los menores para los
rodolitos (0.00084 + 0.0001 y 0.0011 + 0.0002 m> g PS™). La variacién de los
descriptores Opticos de la eficiencia de absorcion de luz para las algas coralinas fue

mucho mayor (40-70% para a*par Y a™\u) que la variacion observada en la absorptancia.

2.3.3. Analisis de las asociaciones de variacion entre descriptores oOpticos y
estructurales

Se encontraron asociaciones de variacion no lineares (P<0.05) entre los distintos
descriptores estructurales del talo y funcionales que fueron especificas para cada
morfotipo (ANEXO B, seccion 6.2). Los rodolitos presentaron las asociaciones de
variacion con mayor poder explicativo, en especial para las eficiencias de absorcion
(a™pigm ¥ a™v). De manera general, se observo que los talos mas pigmentados y los de
mayor TMA o grosor, son los que absorben mas luz (capacidad), pero también los
menos eficientes en hacerlo (<a*igmy a*wm). En este sentido la variacion del contenido
de pigmentos del talo y de la masa especifica, TMA, pueden explicar un porcentaje muy
importante de la variacion de la capacidad y eficiencia de absorcion de luz de los talos
de las algas coralinas (Figs. 7, 9). Dado que también se observd una colinearidad entre
los descriptores TMA/grosor y pigmentos del talo, que presentaron una correlacion
negativa (r = -0.40 y -0.71, P<0.05 para TMA vs densidad y contenido de pigmento
totales por peso seco respectivamente y, de - 0.31 y -0.61, P<0.05, para los descriptores
analogos de la clorofila a), el aumento del TMA o del grosor del talo no conlleva en
algas coralinas un incremento en el contenido de pigmentos del talo sino todo lo

contrario (ANEXO B, seccion 6.2).
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Figura 5. Espectros de absorcion, reflectancia y log (1/R) de las algas coralinas estudiadas.

Se muestran en los paneles superiores los morfotipos utilizados para este estudio: algas articuladas,
rodolitos y algas incrustantes (a, b y ¢ respectivamente) y su correspondiente seccion transversal (d, e y
f). Los paneles posteriores muestran espectros de reflectancia (R) y de absorcion de luz (modo de
transmision) (D). Notese en (a) la diferencia de pigmentacion de ambos lados del alga articulada. Paneles
posteriores (g, h, i) representan las determinaciones directas de los espectros de reflectancia en los tres
morfotipos. En panel g, la mayor reflectancia corresponde al lado de menor pigmentacion del alga
articulada. Paneles inferiores (j, k): determinaciones directas de los espectros de absorcion. En panel j, el
espectro de mayor absorcion corresponde al lado de mayor pigmentacion del alga articulada. Panel (1)
espectro de absorcion de luz de rodolitos estimado y expresado como log (1/R). Los ejemplos
corresponden a talos con contenido de pigmentos de aproximadamente 79, 78 y 48 mg chl a m™” para
algas articuladas, rodolitos e incrustantes respectivamente. Los picos de absorcion observados en j, k e i
corresponden a: chl a, 436 y 680nm; ficobiliproteinas, ficoeritrina (FE o PE), 490, 545, 576; ficociania
(AC o0 PC), 620-625 y aloficocianina (AFC o APC), 650 nm (ANEXO B y (Govindjee & Braun, 1974).
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Figura 6. Grificos de Box para ilustrar la variabilidad de los descriptores funcionales.

(a) y (b) absorptancia promedio en el espectro visible (PAR) y en el pico de la clorofila a en el rojo a
680nm (Apar ¥ Asso); (€) ¥ (d) coeficientes especificos de absorcion promedio en el espectro visible
(PAR) y en el pico de la clorofila a en el rojo a 680nm (a*par y a*ss0) ¥ (d) y (e) coeficientes especificos
de absorcion promedio de la masa del talo en el espectro visible (PAR) y en el pico de la clorofila a en el
rojo a 680 nm (a*y par Y @*mes0). Las cajas representan los cuartiles del 25 al 75% de los datos y la linea
representa la mediana. Las cajas se extienden hasta los limites de confianza del 5 y 95% y los circulos
representan observaciones por encima de estos limites. Encima de cada grafico de muestran los
coeficientes de variacion de cada especie. Simbolos distintos alineados representan diferencias
significativas entre especies (ANOVA 1 via, P<0.05, HSD Tukey post-hoc, P<0.05). Colores de las cajas:
rosa, rodolitos, morado oscuro y azul claro: lado de alta y baja pigmentacion del alga articulada (A. ap y

A. bp respectivamente), y gris algas incrustantes.
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2.3.3.1. Analisis de la variacion de la capacidad de absorcion de luz de los
pigmentos y su asociacion con los cambios en la estructura del talo

Las algas coralinas mostraron una débil pero significativa relacion positiva no
lineal entre la absorptancia (P<0.05, Apar Y Agso) y la seccion transversal de pigmentos
(totales y para la chl @). En esta asociacion se observa una minima variacién de la
absorptancia (menos del doble) con respecto a la variacion de la seccion transversal del
contenido de pigmentos fotosintéticos (un orden de magnitud; Fig. 7). En la siguiente

figura se describen estas asociaciones de variacion y en la Tabla III sus ecuaciones:

1 T T T T 1 T T T
(a) (b)

09 |

0.8 |

0.7

0.6 |

Absorptancia a 680 nm, A,

0.5 |

Absorptancia a 400-700, A, .

0'2 1 1 1 1 0'4 1
0 500 1000 1500 2000 2500 0 50 100 150 200
Secciodn tranversal de pigmentos Seccion tranversal de clorofila a
(mg pigmento m?) (mg chl a m?)

Figura 7. Asociaciones de variacion entre la absorptancia y la secciéon transversal de pigmentos.

(a) Absorptancia en el espectro visible (Apar) y seccion transversal de pigmentos totales y (b)
absorptancia en el pico de la clorofila a en el rojo a 680nm (Aggg) y seccion transversal del contenido de
clorofila a. Las lineas representan un modelo de ajuste exponencial (ver texto para detalles). Las lineas
representan el ajuste a un modelo exponencial (ver texto para detalles). Colores de los simbolos: rosa,
rodolitos, morado oscuro y azul claro: lado de alta y baja pigmentacion del alga articulada (A. apy A. bp

respectivamente), y gris algas incrustantes.

Tabla II1. Ecuaciones del ajuste alométrico para describir la asociacion entre la absorptancia (A) y

la seccién transversal de pigmentos.

En ambos casos, pigmentos y chl a se refieren a su seccion transversal (totales y chl ¢, mg pigmento m-?).

Ecuacion R} n ES P

Apar  Rodolitos 10 034 0% % pigmentos 17 00! 0.34 57 0.022 <0.001
A. ap. 10 %017 % pigmentos 340 0.70 13 0.034 <0.001

Ago  Rodolitos 10 024002 % cpyp g 015001 0.47 62 0.021 <0.001
A. ap 10 0455005 % o] 0224002 0.74 18 0.025 <0.001

A. bp 10 026008 % oy g 0204004 0.65 14 0.030 <0.001
Incrustantes 10 083008 x oy o 0194004 0.48 12 0.026 <0.001

Solo se muestran ecuaciones significativas (P<0.05). Prueba t para los factores de escala de cada morfotipo significativa (P<0.05).
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Estos resultados indican que la capacidad de absorcion de luz del talo es mayor en los
rodolitos (se incrementa muy rapidamente a poca pigmentacion), asi como también en
el lado mas de alta pigmentacion de las algas articuladas, que en el lado menos
pigmentado de este mismo morfotipo y, que en el morfotipo incrustante (Fig. 7). Se
realizd un ajuste exponencial con saturacién para describir mejor esta asociacion no
linear considerando tres pardmetros: Absorptancia maxima en saturacion, Ap,y; tasa de
incremento lineal y pigmentos necesarios para llegar a la saturacion (Apa/tasa de
incremento, Tabla IV). Este andlisis mostré que las mayores An.x las alcanzaron los
talos de los rodolitos y el lado de alta pigmentacion de las articuladas, mientras que las
algas incrustantes mostraron las menores absorptancias promedio (Tabla IV). Es
importante también sefialar que los rodolitos alcanzan A con poca inversion de
pigmentos (< de 50 mg de pigmento total o chl a por m?) dos o tres veces menos que

los demas morfotipos.

Tabla IV. Parametros descriptivos de la asociacion de variacion entre absorptancia y pigmentos.
Aax: absorptancia maxima, Sat: saturacion, cantidad de pigmentos necesarios para alcanzar A, (en mg

pigmento total o chl @ m?).

Incremento

R Amax . Sat.
lineal

Apar Rodolitos 0.33 0.78 £ 0.006 0.014 +0.001 55.7
A.ap 0.85 0.84 £ 0.02 0.0019 £0.0002  442.1
A.bp 0.5 0.58 +£0.01 0.003 = 0.0006 193.3

Incrustantes <20 0.53+0.02 0.01£0.02 53

Agso Rodolitos 0.72 0.87 £ 0.004 0.11 +0.005 7.9

A. ap 0.74 0.87+0.017 0.04+ 0.004 21.7

A.bp 0.43 0.77+£0.03 0.03 £ 0.006 25.6

Incrustantes 0.32 0.7+£0.02 0.04 £0.008 17.5

2.3.3.2. Analisis de la variacion de la eficiencia de absorcion de luz de los
pigmentos (a*pigm) Y Su asociacion con los cambios en la estructura del talo

Las algas coralinas mostraron fuertes, negativas y significativas asociaciones no
lineares de variacion, entre el coeficiente especifico de absorcion de los pigmentos
(a*pigm) y la seccion transversal de los mismos (P<0.05, R? > 0.80) descritas en la

siguiente figura (Fig. 8) y por el conjunto de ecuaciones de la Tabla V:
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Figura 8. Asociacion de variacion entre la a*,;,, y la seccion transversal de los pigmentos.

(a) asociacion entra la absorcion especifica (a*par) seccion transversal de los pigmentos totales y (b)
asociacion entre la absorcion especifica (a*g5) y la seccion transversal de clorofila a. Las lineas
representan un ajuste de poder (ver texto). Colores de los simbolos: rosa, rodolitos, morado oscuro y azul
claro: lado de alta y baja pigmentacion del alga articulada (A. ap y A. bp respectivamente), y gris algas
incrustantes. Valores de R? del ajuste: 0.88, 0.54, 0.83 y 0.90 (a*par) vy 0.80, 0.80, 0.77 y 0.87 (a*¢g0) para

rodolitos, lado de alta y baja pigmentacion del alga articulada y algas incrustantes respectivamente.

Tabla V. Ecuaciones del ajuste alométrico para describir la asociacién entre a* i, y la seccion
transversal de pigmentos.
En ambos casos, pigmentos y chl a se refieren a su correspondiente seccion transversal (totales y chl q,

mg pigmento m-"). Pigmentos totales: suma de la ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, y clorofila a.

Ecuacion R’ n E.S. P

a*par Rodolitos 10 0209 % pigmentos 88 00 0.89 57 0.051 <0.001
A.ap 10 1219 % pigmentos #1064 13 0067 0.001

A.bp 10 002007 % pigmentos 08601 091 13 0.059 <0.001

Incrustantes 10 026919 % pigmentos 70 0.87 13 0.081 <0.001

a* g5 Rodolitos 10 014005 % oy o 078003 086 62 0055 <0.001
A. ap 10 -0.61£0.11 4 chl a-0.59i0.06 0.81 18 0.055 <0.001

A.bp 10 070Ny g 063+009 0.73 14 0.063 <0.001

Incrustantes 10 04015 oy o 078008 0.89 12 0.048 <0.001

En todos los casos prueba t para los factores de escala de cada morfotipo significativa (P<0.05).

Los resultados de este analisis comparativo confirman la dependencia de la
eficiencia de absorcion de luz de los pigmentos de la variacion de la seccion transversal
de pigmentos, que fue capaz de explicar el 70% de esta variacién. Se confirma también
que esta relacion es especifica para cada morfotipo y/o especie ya que se observaron

mayores a*,im a menores contenidos de pigmentos en los talos de los rodolitos que
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nunca alcanzaron contenidos tan altos como las especies restantes (Fig. 8). Con respecto
a la clorofila a, el lado de alta pigmentacion del talo del alga articulada tiene valores
similares de a*gg al talo de los rodolitos (Fig. 8), aunque a una misma pigmentacion,
los rodolitos mostraron valores mayores (interceptos menores, Tabla V). Estos
resultados indican que los pigmentos fotosintéticos también sufren pérdida de eficiencia
de absorcion (empaquetamiento) en los talos de las algas coralinas, a pesar de su mayor
capacidad de incrementar la dispersion de luz dentro del tejido gracias a su esqueleto de
carbonato de calcio. La magnitud de este empaquetamiento, sin embargo, es variable
entre especies. Por ejemplo, las perdidas de eficiencia de absorcion, a*pigm , al aumentar
el contenido de pigmentos y clorofila a por area, fueron mayores para las algas
incrustantes y rodolitos, que mostraron por lo general las pendientes mas negativas y
que difirieron del lado de alta pigmentacion del alga articulada, que presentd las
pendientes menos negativa (ANCOVA de los descriptores transformados log/log, P >
0.05, ANEXO B, seccién 6.2). Asi mismo, la minima pigmentacion de los rodolitos y su
alta eficiencia de absorcion indican que este morfotipo es muy sensible a sufrir cambios
muy importantes en a*,;gm con pequefias variaciones de su contenido en pigmentos. Las
algas coralinas también mostraron asociaciones de variacion negativas y significativas
entre la TMA y la a*pi;m aunque débiles; las mayores se encontraron en rodolitos y en
algas incrustantes: r = 0.65 en ambos para a*par y r = 0.46 y 0.81 en rodolitos e
incrustantes respectivamente, para a*gg0. Estas asociaciones indican que la eficiencia de
absorcion de los pigmentos (a*pigm) en algas coralinas se reduce a medida que se
incrementa el peso especifico del talo, TMA. Esta asociacion de variacion puede ser
indirecta, consecuencia de la colinearidad encontrada entre TMA y el contenido de
pigmentos, o pudiera tener también un componente directo que implicaria que el
incremento del volumen celular y/o la disminucion de la densidad del talo facilitaria la

absorcion de luz y reduciria el empaquetamiento de los pigmentos.

2.3.3.3. Analisis de la variacion de la eficiencia de absorcion de luz de la masa
(a*m) y su asociacion con los cambios en estructura del talo

En este analisis se observo una relacion no lineal negativa y significativa entre el
coeficiente especifico de absorcion de luz de la biomasa (a*y) y la masa especifica del
talo (TMA) de todos los morfotipos. Esta relacion se ilustra en la siguiente figura y las

ecuaciones de la Tabla VI:
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Figura 9. Asociacién de variacion entre la a*\; y la masa especifica del talo (TMA).

(a) Asociacion de variacion entre el coeficiente especifico de absorcion de luz de la biomasa, a*y; , para el
promedio en el PAR en funcién de la variacion de la TMA; y (b) asociacién de variacion entre a el
coeficiente especifico de absorcion de luz de la biomasa para el pico de absorcion a la clorofila a en el
rojo a 680 nm de a en funcion de la variacion de la TMA. Las lineas representan un modelo de ajuste de
poder (ver texto para detalles). Colores de los simbolos: rosa, rodolitos, morado oscuro y azul claro: lado
de alta y baja pigmentacion del alga articulada (A. ap y A. bp respectivamente), y gris algas incrustantes.
Valores de R? del ajuste: 0.53, 0.62, 0.63 y 0.87 (a*y par) ¥ 0.66, 0.66, 0.70 y 0.82 (a*y ¢30) para

rodolitos, lado de alta y baja pigmentacion del alga articulada y algas incrustantes respectivamente.

Tabla VI. Ecuaciones del ajuste alométrico para describir la asociacion entre la a*y;y la TMA.

Ecuacion R’ n S.E. P
Trgmen Rodolitos 10 0408 TMALg 0707 069 57 0.05 <0.001
A.ap 10 041098 % TMARg 1025010 065 15 0.07  0.001
A. bp 10 031 =008 VAL HTECY 068 12 0.07  0.001

Incrustantes 10 073 % TMAR %083 076 12 0.07 <0.001

T Rodolitos 10 08028 TMAL 09+ 0% 054 63 0.07 <0.001
A. ap 10 010098 VAL HEE020 064 14 0.07  0.001

A.bp 10 OO« TMARs 27*%% 059 13 0.09  0.002

Incrustantes 10 ¥ *0% * TMAR **'*%° 087 12 0.05 <0.001

En todos los casos prueba t para los factores de escala de cada morfotipo significativa (P<0.05).

Estos resultados indican que la pérdida de a*\ es casi proporcional a los
cambios en la masa especifica del talo, TMA (factor de escala, FE = 1) que
fundamentalmente estd determinado por el esqueleto de calcita de las algas coralinas

(Tabla VI, Fig. 9), aunque la pérdida de a*\; fue ligeramente mayor para el lado de baja
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pigmentacion del alga articulada (ANCOVA P<0.05, ANEXO B, seccion 6.2). Al
contrario de lo observado para a*,i.m, €l grupo que presenta los mayores valores de a™* v
y los menores de TMA fueron las algas incrustantes (Fig. 9). Estos patrones de variacion
indican que la estructura del talo de las algas coralinas, en concreto el grosor de su
esqueleto de carbonato que condiciona su peso por 4rea proyectada (TMA, g PS cm™),
también produce talos estructuralmente mas caros y menos eficientes por unidad de
peso o carbono para absorber luz. Es importante mencionar que tanto algas incrustantes
y rodolitos mostraron los interceptos mas pequefios. Por contraste se observo también
una relacion positiva y significativa, entre a*\y la cantidad de pigmentos por peso seco

(Tabla VII).

Tabla VII. Ecuaciones del ajuste alométrico para describir la asociaciéon entre la a*,;y contenido de
pigmentos por unidad de peso seco.
El contenido de pigmentos se refiere a la suma de la ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, y clorofila a.

En ambos casos pigmentos y clorofila a, unidades en mg pigmento gPS™

Ecuacion R’ n S.E. P

a*vear  A.ap 10 28+%% % pjomentos PS %641 032 15 0.10 0.026
A. bp 10 297=99 % pjgmentos PS *' * 12 0.41 12 0.095 0.023

a*veso  Rodolitos 10 265+099 % ¢y g pS 062 =007 0.18 63 0.094 0.001
A. ap 10 13+ 02 % o] g pg H7H020 0.65 14 0.076 <0.001

A.bp 10 212%030 % cp] g pS M14# 027 036 13 0.119 0.028

Solo se muestran relaciones significativas. En todos los casos prueba ¢ para los factores de escala de cada morfotipo significativas.

2.3.3.4. Analisis conjunto del efecto de la variacion estructural del talo sobre la
capacidad y eficiencia de absorcion de luz en las algas coralinas

No se observo una relacion comun para las tres especies entre los cambios en el
contenido de pigmentos y la absorptancia (ANEXO B, seccion 6.2), pero si se observo
una asociacion significativa y positiva entre el TMA y/o el grosor del tejido y la
absorptancia. En esta asociacion la variacién de la TMA fue capaz de explicar =50% de
la variacién observada en la absorptancia. Este resultado es muy relevante pues
evidencia que la presencia del esqueleto de CaCOs; facilita un incremento en la
capacidad de absorcion de luz del talo mayor, que la que da la inversion en pigmentos.
Este incremento, similar a lo demostrado para corales simbioticos ha de ir asociado al
efecto del esparcimiento multiple de la luz sobre los cristales del esqueleto del alga, que

permite incrementar su paso optico, y por ello la probabilidad de ser absorbida por un
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pigmento. Este efecto fue mayor para la Apar en comparacion a Aggo, descrito en las

siguientes ecuaciones y graficos:

Absorptancia psg= 10 570 % TMApg 030+002

Ecuacién 9. Cambios en la absorptancia en el espectro visible (Apar) debido a cambios en la masa especifica del talo (TMA)

Absorptancia gg9= 10 070 * TMApg 0222001
(log/log, R?= 0.51, n=94, S.E. = 0.037, p = <0.001)

Ecuacién 10. Cambios en la absorptancia de la chl a en el rojo (A¢s)) debido a cambios en la masa especifica del talo (TMA)
(prueba t para los factores de escala significativa P<0.05 en ambos casos)
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Absorptancia a 400-700, A, .
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1 05 1
100 1000 10* 100 1000 10*

Masa especifica del talo (TMA, gPS m?) Masa especifica del talo (TMA, gPS m?)

Figura 10. Asociacion de variacion entre la absorptancia (A) y la masa especifica del talo (TMA) en
las algas coralinas.

Asociacion de variacion entre la absorptancia en el espectro visible, Apsr (a) 0 absorptancia en el pico de
la clorofila a en el rojo a 680nm, Agg (b) vy la masa especifica del talo (TMA). Las linea representan un
modelo de ajuste de poder (ver texto para detalles, R* 0.54 y 0.50, P < 0.05 para la Apsr y Aeso
respectivamente). Colores de los simbolos: rosa, rodolitos, morado oscuro y azul claro: lado de alta y baja

pigmentacion del alga articulada (A. ap y A. bp respectivamente), y gris algas incrustantes.

Estas relaciones sin embargo, presentan un cierto grado de incertidumbre, pues
solo son capaces de explicar el 50% de la variabilidad de la Apar y Acso (Fig. 10). Es
probable que las caracteristicas estructurales de la anatomia del talo y/o la distribucion
de los pigmentos puedan contribuir también a explicar la variacion documentada en este
estudio en la capacidad de absorcion de luz de las algas coralinas (ANEXO B, seccion

6.2). El modelo multiple permitié incrementar en un 9% mas la capacidad explicativa
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del modelo simple basado en TMA incorporando la variacion del contenido de

pigmentos de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Absorptancia gg9 = 10 0612004 % ¢ ontenido chl g PS %10 #0092 % TMAps 0-20+0.01
(log/log, R?*=0.60, n= 104, S.E. = 0.0339, p =<0.001)

Ecuacién 11. Analisis de regresién multiple para explicar la absorptancia de la chl a en el rojo (Agso) debido a cambios en el
contenido de chl a por peso seco del talo y 1a masa especifica del mismo (TMA)

El analisis de rutas (Fig. 11) permiti6 diferenciar entre los efectos directos e
indirectos de cada componente de este modelo multiple, considerando su colinearidad,
confirmando la presencia de un efecto directo significativo en cada uno de ellos. El
modelo indica que la TMA ejerce el efecto directo mayor sobre la capacidad de
absorcion de luz de las algas coralinas y que la colinearidad negativa entre el contenido
de pigmentos del talo y su grosor o TMA enmascaraba un efecto directo positivo de los

pigmentos sobre la capacidad de absorcion de luz del talo.

mg Clorofilaa (027 135650 55 efecio dirceto |

por unidad de 60.4 % (-) ind. masa esp. :

peso N R
-0.61 Absorptancia 680

Masa especifica 4 : 80.3 % (+) efecto directo

1 19.7 % (-) ind. pig. por peso:

Figura 11. Analisis de rutas del modelo de multiple de la absorptancia de la clorofila a A¢g,

Los cambios en la eficiencia de absorcion de luz por unidad de pigmento (a*pigm)
de las algas coralinas se explican mejor, sin embargo, por el modelo simple (seccion

transversal de pigmentos):

Coeficiente especifico de absorcion de los pigmentos;

-0.49 +£0.12 sz . -1.22 +£0.04.
a* pag =10 "*¥*012 % geccion transversal pigmentos 0.045

2
(log/log, R"=0.87,n=94, S.E. = 0.136, p = <0.001)
Ecuacion 12. Cambios en a* iz, debido a cambios en la seccién transversal de pigmentos totales

0.17 0.08 ., -1.113 £0.051
a*gsp=10%" * seccion transversal chl a

(log/log, R>= 0.77, n=106, S.E. = 0.1239, p = <0.001)

Ecuacion 13. Cambios en la a*¢), debido a cambios en la seccion transversal de chl a
(prueba t para los factores de escala significativa P<0.05 en ambos casos)
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estas ecuaciones indican que el grado de empaquetamiento es mayor para el contenido
total de pigmentos y a* par que para la clorofila a, a* ¢ (FE de -1.22 y -1.12
respectivamente).

Contrario a lo observado en la comparacion especifica para cada morfotipo se
observo que en la comparacion conjunta de las algas coralinas existe una relacion
significativa y positiva entre a*pigm y TMA, descrita por la siguientes ecuaciones y

graficos:

Coeficiente especifico de absorcion de los pigmentos;

-5.09 £0.37 1.37+0.12
a*pAR =10 * TMA

(log/log, R>= 0.35, n=84, S.E. = 0.280, p = <0.001)
Ecuacién 14. Cambios en a*par debido a cambios en la masa especifica del talo (TMA)

-3.24+0.2 1.03 £0.
a*680 =1O 3 0 8*TMA 03 +£0.09

(log/log, R?= 0.31,n=91, S.E. = 0.210, p = <0.001)

Ecuacién 15. Cambios en a*¢3) debido a cambios en la masa especifica del talo (TMA)
(prueba t para los factores de escala significativa P<0.05 en ambos casos)
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Figura 12. Asociacion de variacion entre a* ., y la masa especifica del talo (TMA) en las algas
coralinas.

(a) Asociacion para el absorcion especifica de los pigmentos (a*par) y la masa especifica del talo y (b)
asociacion de la absorcion especifica de la clorofila a (a*g3) y la masa especifica del talo. La linea
representan un modelo de ajuste de poder (ver texto para detalles, R* 0.19 y 0.21, P < 0.05 para a*par ¥
a*ego respectivamente. Colores de los simbolos: rosa, rodolitos, morado oscuro y azul claro: lado de alta 'y

baja pigmentacion del alga articulada (A. ap y A. bp respectivamente), y gris algas incrustantes.
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Aunque el poder explicativo de esta asociacion de variacion no es muy alto
(<40%) ya que sOlo se compara la variabilidad natural contenida en tres especies, si
confirma la importancia del esqueleto de carbonato de las algas coralinas en mejorar la
capacidad de absorcion de luz del talo y, por tanto también, la eficiencia de absorcion de
los pigmentos fotosintéticos (a*par Y a*6s0, Fig. 12). Los resultados del modelo multiple
en el andlisis de la variacion conjunta de a*y;em de las algas coralinas, fue significativo
solo para a*sg (P<0.05), pero no para el promedio de absorcion de luz en el PAR. Este
modelo multiple indica que el aumento del contenido de pigmentos reduce fuertemente
su eficiencia de absorcion de luz (los empaqueta, efecto negativo, coeficiente = -
0.7940.1; Ecuacion 16): pero que el aumento de la presencia del esqueleto de carbonato,
descrito por TMA, consigue contrarrestar ese efecto de empaquetamiento y mejorar la

eficiencia de absorcion del talo (efecto positivo, coeficiente = 0.25+0.08; Ecuacion 16):

Coeficiente especifico de la clorofila a;

a*680 — 10 -3.13+£0.22 COIltCIlldO Chl a PS -0.78 £0.10 4 TMAPS 0.25 +£0.08
(log/log, R?= 0.54, n=104, S.E. = 0.1774, p = <0.0001)

Ecuacién 16. Analisis de regresiéon multiple para explicar la a*5 debido a cambios en el contenido de chl a por peso seco del
talo y la masa especifica del mismo (TMA)

La variaciéon de la eficiencia de absorcion de luz por unidad biomasa (a*y) de

las algas coralinas de nuevo, se explica mejor a través del modelo simple (a*u vs

TMA), descrito por medio de las siguientes ecuaciones:

Coeficiente especifico de absorcion de luz de la biomasa del talo;

a* yypap = 10 110F010 % T 0682003
(log/log, R*>=0.71, =96, S.E. = 0.0912, p = <0.001)

Ecuacién 17. Cambios en la a*y par debido a cambios en la masa especifica del talo (TMA)

a* yr gsp = 10 03001 T fp 0742003
(log/log, R*= 0.74,n=102, S.E. = 0.0937, p = <0.001)

Ecuacién 18. Cambios en la a*y; 630 debido a cambios en la masa especifica del talo (TMA)
(prueba t para los factores de escala significativa P<0.05 en ambos casos)

El andlisis comparativo conjunto de las tres especies volvid a mostrar una asociacion

positiva entre a*y; y el contenido de pigmentos por peso seco (totales y chl a, Fig. 13):
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Coeficiente especifico de absorcion de luz de la biomasa del talo;

a* prpar =10 277000 % contenido pigmentos PS %4002
Og 0g7 = . ) n= s .= . , p = < .
log/log, R*= 0.41 96, S.E.=0.1317 0.001

Ecuaciéon 19. Cambios en la a*y par debido a cambios en el contenido de pigmentos totales por peso seco del talo

a* yr 6s= 10 2108 % contenido chl a PS %0007
(log/log, R*= 0.45, n=102, S.E. = 0.1372, p = <0.001

Ecuacién 20. Cambios en la a*y; ¢30 debido a cambios en el contenido de chl a por peso seco del talo
(pruebas t para los factores de escala significativas en ambos casos)
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Figura 13. Asociacion de variacion entre la a*\;¢g y el contenido de clorofila a por peso seco del
talo en las algas coralinas.

La linea representa un modelo de ajuste de poder (ver texto para detalles, R*= 0.65, P < 0.05). Colores de
los simbolos: rosa, rodolitos, morado oscuro y azul claro: lado de alta y baja pigmentacion del alga

articulada (A. ap y A. bp respectivamente), y gris algas incrustantes.

Finalmente, el modelo multiple mostr6 un poder explicativo mayor,
evidenciando los efectos contrarios de ambos parametros: el contenido de pigmentos (+)
y de la TMA (-), sobre la a a*y (Ecuacion 21), pero sobre todo, un modelo opuesto al

encontrado para a*ggo (Ecuacion 16):

Coeficiente especifico de absorcion de luz de la biomasa a 680nm;

a* M 680 = 10 -0.95 +0.10 % Contenldo Chl a PS 0.24 +0.05 % TMA -0.53 +£0.04
(log/log, R%= 0.78, n= 99, S.E. = 0.0862, p = <0.001)

Ecuacién 21. Analisis de regresién miltiple para explicar cambios en la a*y 650 debido a cambios en el contenido de chl a
por peso seco y la masa especifica del mismo (TMA)
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2.4. Discusion

Este estudio demostrd que el grosor y masa especifica de la estructura del talo
del alga coralina, que depende fundamentalmente de su esqueleto de calcita, y el
contenido de pigmentos del talo, determinan fuertemente sus propiedades oOpticas (p. €j.
Enriquez et al., 1992; Enriquez et al., 1994; Olesen et al., 2002; Enriquez & Sand-
Jensen, 2003; Enriquez, 2005; Enriquez et al, 2005; Pérez-Castro, 2010). La
variabilidad del peso especifico del talo, TMA (gPS m™), tiene una mayor resolucion
que el grosor del talo junto con la variacién del contenido de pigmentos para explicar
como varia la capacidad (A) y eficiencia de absorcion de luz por pigmento (a*pigm) y
por masa (a*y) del talo de las algas coralinas. Las diferencias entre especies en su
habilidad para colectar un recurso fundamental como es la luz, permiten explicar
diferencias en su adecuacion al ambiente y segregacion de nicho arrecifal (Fig. 2), pero
también en su habilidad competitiva con otras especies por el espacio, dadas las
implicaciones funcionales sobre la tasa de crecimiento del organismo. Una alta
capacidad para colectar la energia luminica y alta eficiencia del colector de luz (A, a* y
a*\) permiten al organismo no so6lo fijar mas carbono en el proceso fotosintético, sino
optimizar el retorno de la inversion de recursos metabdlicos (nitrégeno) y/o
estructurales (carbono) en la construccion del colector. Por ejemplo, la mayor eficiencia
estructural, a*y;, documentada en este estudio para el talo delgado del alga incrustante
Lithothamnion sp., le permite alcanzar balances de carbono positivos, en condiciones de
muy baja iluminacion y alta limitacion del crecimiento de la mayoria de las especies por
luz. Esto s6lo es posible para una fisiologia fotosintética que tenga maximizada su
eficiencia cudantica, y que sea capaz de mantener producciones fotosintéticas positivas a
muy baja irradiancia. En contraste, el rodolito Neogoniolithon sp. que habita en
condiciones de mucha mayor iluminacion en la laguna arrecifal, tiene caracteristicas
morfo-funcionales que le aportan una alta eficiencia metabolica a su colector de luz
(a*pigm) pero la mas baja estructural de las tres especies analizadas (a*w). Lo anterior
implica mayores requerimientos de luz para asegurar balances positivos de carbono,
aunque una alta competitividad en condiciones de limitacion de nutrientes como las
arrecifales. Por otro lado, el alga articulada A. tribulus presenta las dos caracteristicas
opticas determinadas para el rodolito y el alga incrustante, es decir por una cara, una
alta a*pigm y por el otro una alta a*y. Esta especializacion bifacial es caracteristica de

hojas de plantas terrestres, pero no se habia descrito todavia en macroalgas. Es mas,
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monocotiledoneas adaptadas de nuevo al ambiente marino como los pastos marinos, han
perdido esta caracteristica y muestran un comportamiento homogéneo entre el haz y el
envés de sus hojas (Tomilson, 1982; Enriquez, 2005). Esta propiedad bifacial en A.
tribulus es capaz de minimizar perdidas en a*pigm, ddndole una ventaja competitiva,
aunque requiere de disponibilidad de sustrato fijo. A nivel individual, puede que A.
tribulus tenga otra ventaja sobre los morfotipos restantes, dada su capacidad de formar
doseles complejos, lo que le daria una mayor productividad por individuo (Fig. 2). Estas
observaciones se abordaran mas a detalle en el siguiente capitulo.

La especial complejidad de las determinaciones Opticas en estructuras que presentan una
alta dispersion de luz como las algas coralinas no ha permitido hasta ahora, afrontar el
reto del estudio de sus propiedades opticas de manera adecuada. En este estudio se han
podido resolver exitosamente estos problemas metodologicos, y documentar que los
talos de algas coralinas también estan afectados por el "efecto paquete” (Fig. 8). La tasa
de incremento del “empaquetamiento de los pigmentos fotosintéticos” cuando aumenta
la pigmentacion del talo en las tres especies de algas coralinas analizadas Fig. 7 y 8,
Tabla IV) se encuentra dentro del rango estimado ya para otras estructuras
multicelulares y corales escleractineos (Mercado et al., 1996; Enriquez & Sand-Jensen,
2003; Enriquez, 2005; Enriquez et al., 2005) pero es mayor a la descrita para el
fitoplancton (Morel & Bricaud, 1981). Auln asi, el mecanismo exacto de esparcimiento
multiple de la luz e incremento de éste, que es promovido por el esqueleto de CaCOs de
las algas coralinas en el interior de sus talos se desconoce a diferencia los corales
escleractineos, en donde se sabe que su esqueleto de aragonita funciona como un
reflector y permite incrementar el paso Optico de la luz y aumentar la probabilidad de
encontrar un pigmento fotosintético y ser absorbido (Enriquez et al., 2005).
Comparando las caracteristicas Opticas de las tres especies de algas coralinas analizadas
con talos de otras especies de algas arrecifales y también con otras descripciones
documentadas en la literatura para corales escleractineos (Enriquez et al., 2005) y hojas
de pastos marinos (Enriquez, 2005), se observa que los talos de los rodolitos junto a los
del alga roja Euchema isiforme son especialmente eficientes para absorber la luz,
aunque menos eficientes que el coral Porites branneri (Fig. 14). El alga articulada y el
alga incrustante, presentan eficiencias de absorcion promedio, por debajo de los
rodolitos, pero por encima de macroalgas verdes gruesas y solo comparables con las de
T. testudinum (Fig. 14). El rodolito es entre las tres especies de algas coralinas

analizadas, el morfotipo que construye los talos mas gruesos y con mayor TMA
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(>CaCO0s). Este morfotipo es ademas en contraste, el que presenta el menor grosor del
tejido fotosintético, pues en algas coralinas (y muchas Rhodophyta) este tejido
corresponde a una capa celular exterior del talo (el tejido medular restante es sin
pigmentacion) a excepcion del alga incrustante en donde todo el grosor del talo es
pigmentado. Este estudio documentd un grosor del tejido fotosintético de 125 + 8.1
(n=10) pum para el rodolito y de 200 £ 3.7 pum (n=12) para el alga articulada,
equivalentes a un 9.2 £ 0.8 % y 13.5 £ 1.2% del grosor total de sus ramas (Fig. 5a-c).
Comparativamente, el grosor del tejido fotosintético coralino es tres veces mayor al
grosor de Ulva sp. de =70um (todo el grosor del talo es fotosintético) que ademas
presenta una absorcion variable (20-80%) de acuerdo a su pigmentacion y grosor
(Ramus, 1978). Segun estos resultados, por lo tanto la presencia de un esqueleto de
CaCOs; suficientemente grueso es determinante para generar la magnitud suficiente de
esparcimiento multiple de la luz (p. ej. Teran et al., 2010) para que tenga un efecto
significativo sobre la mejora de la eficiencia de la absorcion de luz de los pigmentos

fotosintéticos en el tejido (Enriquez et al., 2005).
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(mg chl a m) promedio del fitoplancton Morel & Bricaud (1986).

Sin embargo, no s6lo el grosor del esqueleto de CaCOs5 explica este efecto, pues
las diferencias documentadas entre los dos lados del talo del alga articulada reflejan
también la importancia de la anatomia del talo en la determinacion de sus propiedades
opticas (Fig. 14). La parte mas pigmentada del talo de A. tribulus es capaz de
incrementar 2 veces su eficiencia de absorcion con respecto a la de menor
pigmentacion, aunque la mayor parte de estas diferencias se explican por cambios en la

reflectancia del talo. Sélo el alga incrustante tiene valores de a*¢g9p comparables con los
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documentados para otras estructuras de macrofitas bentdonicas mucho menores que los
rodolitos (Fig. 14). Es importante mencionar, por otro lado, el alto grado de
empaquetamiento de todos los pigmentos fotosintéticos, no solo de la clorofila a de las
algas coralinas, descrito con el coeficiente especifico de absorcion promedio en el PAR
y referido al contenido total de pigmentos, a*par (Fig 8b). El valor de este coeficiente es
un orden de magnitud menor si se compara con los valores reportados para las hojas de
T. testudinum de menor grosor (200-500 um) y pigmentacion (Enriquez, 2005). Este
elevado empaquetamiento puede ser ventajoso. El grupo de algas rojas, Rhodophyta,
tiene una particularidad estructural en sus membranas fotosintéticas pues forma antenas
muy grandes, donde los ficobilisomas se mueven de una forma libre entre los dos
fotosistemas y tienen también la habilidad de desconectarse. Estas antenas de gran
tamafio pueden fungir como reservorio de nitrégeno pues son complejos ricos en este
elemento (Raven & Hurd, 2012), que puede ser movilizado y hacerlo disponible al
metabolismo celular cuando éste escasee. Ademas, al ser capaces de desacoplarse
rapidamente de los fotosistemas pueden reducir rdpidamente la seccion transversal de
absorcion de los centros de reaccion (PSII y PSI) y protegerlos de sufrir altos niveles de
fotodafio (Algarra et al., 1991; Beach & Smith, 1996). Sin embargo, el esparcimiento
multiple de la luz al interaccionar con el esqueleto de CaCO; amplifica la seccidén
transversal de absorcion del tejido fotosintético. Por ello, aunque tiene un efecto
positivo en condiciones de limitacion de nutrientes para producir colectores de luz
baratos y muy eficientes, podria tener también un efecto negativo en condiciones de alto
estrés luminico (Enriquez et al., 2005).

La importancia del grosor del esqueleto de carbonato en la mejora de la
capacidad y eficiencia de absorcion de luz es una clara ventaja ecoldgica para un
morfotipo de talo grueso como el de los rodolitos, morfologia que debe ir acompafiada
de una fisiologia fotosintética capaz de soportar niveles altos de fotodafio. En este
estudio se ha evidenciado que un incremento de tres veces la masa especifica del talo,
TMA, puede aumentar un 20% la capacidad de absorcion de luz (Agso), aumento que no
se consigue con un incremento de un orden de magnitud en el contenido de clorofila a
(Fig. 15). Incrementos significativos en la capacidad de absorcion de luz también se han
documentado para la estructura del talo del alga verde codiacea Codium sp. que
presenta estructuras internas llamadas utriculos capaces de actuar como fibras opticas y
dejar penetrar eficientemente la luz dentro del tejido (Ramus, 1978; Ramus, 1990), y en

corales simbidticos gracias al esparcimiento multiple que ocurre sobre su esqueleto de
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CaCOs; (Enriquez et al., 2005). En hojas del pasto marino 7. testudinum se ha reportado
la presencia de cristales internos de CaCOs, tanto de oxalato de calcio (Dobbs et al.,
2004) como de aragonita (Enriquez & Schubert, 2014), pero todavia no sus posibles
implicaciones sobre las propiedades de absorcion de luz de la hoja, aunque si se ha
documentado una gran eficiencia de absorcion de luz de estas hojas a baja pigmentacion
(Enriquez, 2005). Comparativamente, talos del alga café Macrocystis pyrifera absorben
la misma luz incidente que los rodolitos en el pico de absorcion de la clorofila a a
680nm pero necesitan cuatro veces mas clorofila a para conseguirlo (Colombo-Pallotta
et al., 2006). La morfologia cilindrica de las ramas del rodolito o la capacidad de crecer
en tres dimensiones (rodolito y alga articulada) pudiera tener implicaciones positivas en
su absorcion de luz (sumado al efecto ya demostrado por efecto de su esqueleto), pues
al iluminar ambas con un laser la dispersion de luz es completa y homogénea en un
plano tridimensional a diferencia del segmento iluminado en el talo delgado y de dos
dimensiones del alga incrustante. Si esto es correcto y, al menos, el cilindro tuviera un
efecto promotor del esparcimiento multiple en tejidos multicelulares, explicaria parte
del porqué, esta morfologia cilindrica tiende a ser un patréon convergente en muchas
macrofitas. Dilucidar estas especulaciones requieren sin embargo, de analisis
cuantitativos y comparativos con informacion muchisimo mas detallada que la
presentada en la figura 14, informacion que al menos para el pasto marino Syringodiun
filiforme (Pérez-Castro, 2010) ya existe y se esta determinando recientemente para la
macroalga G. damaecornis.

1 T T T

ool o © o © o ] Figura 15. Simulaciéon de la Aggy en funcién del contenido

é«? o o de chl a y TMA en las algas coralinas.
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La mejora en la absorcion de luz por incremento del grosor del esqueleto de
CaCOs; de las algas coralinas como parte fundamental de su estructura, debe de tener
una fuerte condicionante bioldgica pues la formacion de sus esqueletos requieren de una

cantidad sustancial de energia. Por lo tanto, el incremento en la precipitacion y
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acumulacion de este mineral debe condicionar fuertemente al metabolismo asi como lo
hace el incremento de biomasa organica y grosor del tejido fotosintético en un gran
numero de macroéfitas (Enriquez et al., 1995; Enriquez et al., 1996). Las algas coralinas,
al igual que la planta anfibia Mentha aquatica, presentan una reduccion no lineal de la
eficiencia de absorcion de la masa, a*y a medida que la TMA se incrementa (Fig. 9),
asociacion que explica la relacion existente entre la tasa de crecimiento relativo (RGR
por sus siglas en inglés) y la SLA (Enriquez & Sand-Jensen, 2003). Markager & Sand-
Jensen (1992) basandose en los requerimientos luminicos para el crecimiento y
absorcion de luz de diversas macroalgas, determinaron un modelo empirico que
describe una asociacion negativa entre la tasa de crecimiento especifico (mmol C mol C
"d™") y el carbono especifico del talo (mol C m™). Esta asociacion se utilizé como parte
del modelo explicativo para comprender la mayor abundancia de especies de menor
carbono especifico del talo en limitacion de luz (<10% de la luz incidente), pues las
morfologias de estas especies aun cuando absorben poca luz, son faciles y baratas de
mantener cuando la radiacion solar es limitante. Estas dos observaciones indican que las
mayores TMA (> CaCOs3), principalmente en los rodolitos, resultan en bajas a*yv y
reflejan una menor renovacion de carbono y/o tejido estructural pues mas energia se
requiere para duplicar una rama o un talo. Por lo tanto, la mayor limitante de los talos de
mayor grosor aun cuando mejoren su capacidad y eficiencia de absorcion de luz de los
pigmentos, seria un decremento en sus tasas de crecimiento. No obstante la ocupacion
del espacio a lo largo del tiempo seria mas robusta. Ademas, esta asociacion también
explica que al reducir la TMA, las algas coralinas (como el alga incrustante
Lithothamnion sp), crecen rapido para ocupar el espacio y subsistirian en condiciones
limitantes de luz. La especie anfibia Mentha aquatica, es capaz de producir hojas poco
densas y de menor LMA (=TMA) y grosor, bajo limitacién de nutrientes (Enriquez &
Sand-Jensen, 2003). Por lo tanto una alta eficiencia de absorcion de la biomasa, a*y, es
también seria particularmente importante en limitacion de nutrientes y/o luz como
estrategia de supervivencia. Inclusive, bajo de limitacion de luz, un incremento de
clorofila a que necesario como mecanismo fotoaclimatativo a estas condiciones (Ramus
et al., 1976a; 1976b; Lobban & Harrison, 1994) e incrementa el empaquetamiento de
los pigmentos (a*pigmen), aumentaria la a™y (Enriquez et al., 1992; Olesen et al., 2002;
Enriquez & Sand-Jensen, 2003). Enriquez et al. (1994) confirmo las observaciones de
Falkowski et al. (1985) y Ramus (1990) al destacar la importancia de los descriptores de

la absorcion de luz referidos a la biomasa, por sus implicaciones en el crecimiento. Las
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macroéfitas de mayor grosor aunque absorben mas luz, su tasa de retorno de carbono es
limitada y tienen requerimientos luminicos mayores para el crecimiento (Markager &
Sand-Jensen, 1992; Enriquez et al, 1994). En este mismo sentido las a*\ aqui
determinadas reflejarian los costos del CaCO; de las algas coralinas, pues al igual que
sus TMA, son tres ordenes de magnitud menores si se comparan a los documentados
para M. aquatica (~0.15 mm, TMA de <50 gPS m™) o los pastos marinos P. oceanica y
Cynodosea nodosa (Olesen et al., 2002; Enriquez & Sand-Jensen, 2003), independiente
de su alta capacidad de absorcidon y pigmentacion. Esta diferencias tan grandes pudieran
explicar las bajas tasas de crecimiento reportadas en la literatura para muchas algas
coralinas que van del orden de 0.3 mm™ mes ' para algunas algas incrustantes
(Garrabou & Ballesteros, 2000); de mm mes ~' para extensiones apicales o laterales de
algas articuladas (Andrake & Johansen, 1980; Johansen, 1981) o mm afio ! para
incrustantes o rodolitos (Steneck et al., 1991; Bosence & Wilson, 2003; Rivera et al.,
2004; Boas et al., 2005) si se comparan con las tasas de crecimiento mucho mayores de
un macrofitas que no calcifican (Markager & Sand-Jensen, 1992; Nielsen et al., 1996).
Las algas coralinas en el arrecife de Puerto Morelos presentan una segregacion
de nicho que se explico describiendo sus propiedades Opticas, las cuales estan limitadas
por la estructura del talo. El resultado, son distintas estrategias competitivas que las
hacen ser exitosas en sus habitats particulares. E1 CaCO; presente como parte integra de
sus talos y que es fundamental para su supervivencia, también tiene un papel importante
en la mejora de las propiedades Opticas, sobre todo a medida que su grosor aumenta.
Este trabajo indica ademas, que un valor categérico no describe adecuadamente las
habilidades competitivas de las especies, mucho menos si de esto dependiera, la
descripcion de un mecanismo funcional. Si, sin embargo, lo hacen descriptores
asociados a su estructura fotosintética que determinan funciones particulares. Por lo
tanto, un alga coralina definida por una categoria no se restringe un ambiente o nicho
particular, pero si supone ciertas habilidades y limitaciones funcionales. Es importante
mencionar que otros factores como el sustrato, la presencia de herbivoros y el
movimiento de agua, tienen también un valor determinante en la diversificacion de
nicho y adecuacion de las algas coralinas, pero no se relacionan directamente con una
propiedad funcional tan importante como la colecta de la luz. Corroborar y
complementar la informacion aqui generada, pero también entender la adecuaciéon al
ambiente y la respuesta de las algas coralinas al ambiente, es necesario describir su

respuesta frente a la luz desde un punto de vista fisioldgico.
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Capitulo 3: Caracterizacion fisiologica de las algas coralinas:
fisiologia fotosintética, acoplamientos metabdlicos entre
fotosintesis, respiracion y calcificacion, y factor de escala

metabolico de la temperatura

3.1. Resumen

Las tres formas de crecimiento mas representativas de algas coralinas del arrecife de Puerto
Morelos, Q. Roo, el rodolito Neogoniolithon sp., el alga articulada Amphiroa tribulus y el alga
incrustante, Lithothamnion sp., presentan una segregacion de nicho en este habitat somero
arrecifal. Mientras que la primera habita en ambientes altamente iluminados de la laguna
arrecifal, el alga incrustante y el alga articulada colonizan areas con menor iluminaciéon en el
arrecife posterior. Los talos de estas especies difieren ademas en sus caracteristicas
estructurales, lo que condiciona importantes diferencias en sus propiedades Opticas, por lo que
es necesario evaluar también sus implicaciones sobre su fisiologia fotosintética. Este analisis
permitird quizas encontrar una base fisioldgica para explicar parcialmente esta segregacion de
nicho arrecifal, a la vez que permitird realizar por primera vez una descripcion fisiologica
completa de las tres formas de crecimiento de las algas coralinas. Identificar asociaciones
morfo-funcionales claves en este grupo taxonoémico de amplia distribucion en los ecosistemas
marinos, podria establecer una primera pauta para entender la base mecanistica/fisiologica de su
adecuacion al ambiente. Ademas, esta identificacion podria aportar también informacion muy
valiosa para esclarecer las contrastantes respuestas que se han documentado hasta ahora en las
algas coralinas frente al cambio global, un grupo considerado especialmente sensible a estos
cambios. En esta caracterizacion fisiologica, es importante también considerar la actividad de
calcificacion de estas algas y su dependencia del metabolismo fotosintético y respiratorio, por
tanto, los acoplamientos metabolicos entre la fotosintesis, calcificacion y respiracion, asi como
sus factores de escala frente a la temperatura seran descritos. En este capitulo se describe esta
caracterizacion fisiologica comparativa basandose en: 1) la descripcion de la fisiologia
fotosintética (P, pmol O, cm™ h™) y de calcificacion (G, pmol CaCO; cm™ h™') de cada especie
por medio de curvas fotosintesis-irradiancia (P-E) y de calcificacion-irradiancia (G-E); 2) la
descripcion del acoplamiento metabdlico entre la fotosintesis, calcificacion y respiracion; y 3) la
caracterizacion del efecto de la temperatura sobre el metabolismo de estas tres especies de algas
coralinas, determinando los factores de escala de cada tasa metabolica (Q;o) y la presencia de
posibles umbrales térmicos que sefialan la presencia de un efecto adverso de temperaturas
elevadas sobre esa actividad metabolica. Los resultados mostraron que la forma de crecimiento

de las algas coralinas y sus caracteristicas estructurales condicionan importantes diferencias en
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su fisiologia fotosintética, capaces de explicar su particular distribucion de nicho en el hébitat
arrecifal. Por ejemplo, se determind una condicion de alta luz para el rodolito Neogoniolithon
sp., pero de baja luz para el alga articulada Amphiroa tribulus, sobre todo para el alga
incrustante Lithothmanion sp. Este estudio demostré ademas, que el alga articulada es la que
presenta los mayores LAI, (Indice de Area Foliar), que es una manera de cuantificar lo complejo
de los doseles que forma. Esta capacidad de A. tribulus le confiere una mayor capacidad de
extender su superficie fotosintética y por lo tanto, una mayor produccién por individuo, pues a
pesar de que sus tasas fotosintéticas por unidad de area de talo se encuentran por debajo de los
rodolitos, no se ven reducidas como las de Lithothamnion sp. Asi mismo, se confirmo la
dependencia metabolica de la calcificacion, de la capacidad fotosintética del talo. Esta relacion
se describi6 por medio de un modelo no linear, comun para las tres especies examinadas. Por lo
tanto, se propone como un modelo cuantitativo {inico para describir la asociaciéon metabodlica
entre la fotosintesis y la capacidad de calcificacion de las algas coralinas, que es ademas
especifica para cada especie. De este acoplamiento se estimd también la actividad fotosintética
minima que necesita el talo para calcificar, y que probablemente estd condicionada por la
cantidad minima de O, y otros metabolitos fotosintéticos que la actividad biomineralizadora
requiere. Este pardmetro que denominamos los requerimientos fotosintéticos minimos de la
calcificacién (MPR pmol O, cm™ h') tiene una relevancia fundamental para entender el
impacto ambiental de cualquier estrés sobre la calcificacion de las algas coralinas, a través del
impacto que causa sobre la actividad fotosintética. Este analisis también encontr6 diferencias
significativas en los MPR entre especies y también en el factor de escala (Q0) del metabolismo
(fotosintesis, respiracion y calcificacion) frente a la temperatura. De estas ultimas
determinaciones, destacan también la presencia diferencial de umbrales térmicos: los rodolitos
fueron los menos sensibles al estrés térmico e incrementan su produccion por area (P,,,) mucho
mas rapido al aumentar la luz y la temperatura. Las especies mas sensibles a la temperatura
presentan incrementos respiratorios mayores (Rp) y decrementos en la actividad metabolica al
acercarse a temperaturas estresantes. Esta informacion en conjunto ofrece una base
mecanistica/fisiologica para entender las diferentes habilidades competitivas de las algas
coralinas en su aclimatacion/adaptacion al ambiente, en particular a gradientes ambientales de

luz y/o de temperatura, pero también diferencias en su sensibilidad frente al cambio global.

106



Caracterizacion fisiologica de las algas coralinas. Vasquez-Elizondo RM 2016

3.2. Introduccion

En organismos fotoautotrofos, el andlisis de la respuesta del desempefio
fotosintético frente al cambio global y sus variables asociadas (p ej. temperatura y pH)
es fundamental y requiere como punto de partida, de una caracterizacion fisiologica
apropiada de su respuesta a factores ambientales claves como la luz y la temperatura (p.
ej., Newell & Pye, 1968; King & Schramm, 1976; Liining, 1990; Enriquez et al., 2002;
Chisholm, 2003; Cayabyab & Enriquez, 2007). Es imposible entender el cambio global,
si se desconoce la regulacion del metabolismo fotosintético de la especie asi como su
sensibilidad al estrés luminico y a la temperatura (Raven, 1988; Iglesias-Prieto ef al.,
1992; Iglesias-Prieto, 1997; Payri et al, 2001; Enriquez & Pantoja-Reyes, 2005;
Cayabyab & Enriquez, 2007; Enriquez et al., 2009). Esta informacion es clave para
interpretar las respuestas de los organismos a los cambios ambientales y a las
condiciones experimentales. Si se desconoce la base fisiologica que puede explicar estas
respuestas, se pueden hacer atribuciones erroneas, con el consiguiente perjuicio sobre
los esfuerzos que la comunidad cientifica en general estd haciendo para entender el
impacto del cambio global sobre los ecosistemas marinos (Iglesias-Prieto et al., 2014).

Las algas coralinas no forman parte de un ambiente luminico especifico sino que
son capaces de colonizar una gran variedad de ambientes (Seccion 1.1.2). La
informacion disponible sobre su fisiologia fotosintética es escasa a pesar de que es
informacion fundamental para entender la diversificacion de nichos de este grupo en
particular (Littler et al., 1991; Chisholm, 2000; Payri et al., 2001; Chisholm, 2003;
Martin et al., 2006). Por ejemplo, la presencia de distintos morfotipos del alga
incrustante Hidrolithon (=Porolithon) onkodes en distintas zonas arrecifales con
contrastante iluminacion, se explica parcialmente por la expresion de distintas
fisiologias fotosintéticas asociadas a cada uno de los morfotipos, que afectan a
caracteristicas como el contenido de pigmentos del talo y los requerimientos luminicos
minimos de cada morfotipo (Payri ef al., 2001). Este tipo de informacion ha servido de
base para explorar las respuestas de este grupo de productores primarios calcificadores
al cambio global (p. €j. Anthony et al., 2008; Martin et al., 2013b). Profundizar en el
conocimiento de las respuestas y procesos fotoaclimatativos de las algas coralinas
podrian explicar diferencias entre especies en su adecuacion al ambiente, sus limites de
tolerancia, y, por tanto, su capacidad de regular su distribucion y abundancia (Newell &

Pye, 1968; King & Schramm, 1976; Sand-Jensen, 1988; Markager & Sand-Jensen,
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1992; Anthony & Hoegh-Guldberg, 2003; Iglesias-Prieto et al., 2004; Rodriguez-
Roman et al., 2006; Cayabyab & Enriquez, 2007; Enriquez et al., 2009).

La calcificacion en las algas coralinas, que de acuerdo a la corriente mayoritaria
es uno de los “blancos” principales de la acidificacion, representa evolutivamente un
componente importante de la adecuacion de estas algas al ambiente (Seccion 1.1.1 y
Capitulo II). No obstante, es un proceso que fisioldgicamente sigue sin comprenderse en
su totalidad. Analisis descriptivos indican que este grupo produce componentes
organicos especificos (xilogalactanos sulfatados) para conformar una matriz orgénica en
sus paredes celulares (Bilan & Usov, 2001). Esta matriz organica actiia como templete
para el anclaje de iones Ca™ y carbono inorganico, lo que su vez acelera la nucleacion y
determina el tipo, tamafio y orientacion de los cristales de carbonato que se precipitan
(Borowitzka, 1982; Borowitzka & Larkum, 1987; Mann, 1988; Bilan & Usov, 2001).
Esto requiere un estricto control metabolico, es decir, se trata de un proceso de
biomineralizacion (calcificacion) bioldgicamente controlado, donde el biomineral que
se forma presenta un componente inorganico pero también uno organico caracteristico,
que es comun en invertebrados y algunas algas (Borowitzka & Larkum, 1987; Marin et
al., 1996). Aunado esto, se sabe que existe una asociacion biolodgica entre el proceso de
biomineralizacidn, la calcificacion, y la actividad fotosintética. Como la fotosintesis
depende de la irradiancia, a esta asociacion por sus siglas en inglés, se le ha denominado
“Light-enhanced / stimulated calcification” (Goreau, 1959; Goreau, 1963; Borowitzka
& Larkum, 1987). Goreau (1963) fue el primero en determinar esta asociacion en algas
coralinas, ya que encontrd que en condiciones de iluminacion las tasas de calcificacion
de especies de algas incrustantes y articuladas eran hasta tres veces mas altas que las
medidas en oscuridad. Estas primeras observaciones fueron corroboradas
posteriormente para otras especies y/o formas de crecimiento (Pentecost, 1978;
Borowitzka, 1979; LaVelle, 1979; Borowitzka, 1981; Chisholm, 2000; El Haikali et al.,
2004; Bensoussan & Gattuso, 2007; Steller et al., 2007). Estudios mas recientes han
descrito una respuesta similar de la calcificacion a la respuesta fotosintética frente a la
irradiancia (Chisholm, 2000; Martin et al., 2013a). Esto indica que la calcificacion debe
de responder de una manera coordinada con la fotosintesis a la presion ambiental,
aunque es necesario la descripcion de este acoplamiento metabolico. Lo anterior
también aplica a la respiraciéon mitocondrial, pues representa una fuente de energia
alterna para la calcificacion. Por lo tanto la descripcion y entendimiento de estos

acoplamientos y su disociacion resultado de una determinada presion ambiental, son
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fundamentales para entender las respuestas del desempeio de las algas coralinas frente
a la variacion ambiental.

En este capitulo se realizd una caracterizacion fisioldgica comparativa de las
respuesta fotosintéticas y de actividad de calcificacion a la luz, en las tres especies de
algas coralinas descritas previamente. El objetivo fundamental de esta descripcion es
identificar caracteristicas fisiologicas claves que puedan explicar diferencias entre
morfotipos en su segregacion de nicho en el arrecife, complementando el andlisis
morfo-funcional previo. Los objetivos especificos de este capitulo para la
caracterizacion fisiologica de las tres especies de algas coralinas es describir: 1) la
fisiologia fotosintética y de calcificacion; 2) los acoplamientos metabdlicos entre
fotosintesis, calcificacion y respiracion para determinar los requerimientos luminicos y
fotosintéticos de cada especie y que mantienen su actividad fotosintética y de
calcificacion; y 3) el factor de escala Qo de la temperatura sobre el metabolismo de
estas algas coralinas seleccionadas. El primer objetivo se va a abordar a través de la
determinacion de curvas fotosintesis-irradiancia y calcificacion-irradiancia (P-E y G-E).
Para abordar el segundo se utilizardn determinaciones simultdneas de las tasas
metabolicas en diferentes condiciones de luz y de temperatura, pero también mediante
el uso de inhibidores para determinar el grado de dependencia funcional entre la
fotosintesis y la calcificacion. Por ultimo, el factor de escala, Q;¢ para cada tasa
metabolica y especie, se determinard por medio de incubaciones cortas a distintas
temperaturas. La informacion que se genere servird para entender un poco mejor la
adecuacion de estas especies al ambiente arrecifal y el grado de impacto que va a ejercer

el cambio global sobre ellas.

3.3. Resultados

3.3.1. Fisiologia fotosintética: Curvas Fotosintesis irradiancia (P-E)

Las algas coralinas mostraron la respuesta tipica de la fotosintesis con la
irradiancia (Fig. 16). Primero, un incremento lineal al incrementarse la luz, que va
perdiendo la linearidad hasta que se alcanza un valor médximo que se mantiene constante,
P..ax, aunque la irradiancia siga incrementando. Se observaron también diferencias claras
entre las tres especies examinadas en esta respuesta (Fig. 16) y en los distintos parametros
derivados de estas curvas (Tabla VIII). Por ejemplo la tasa de fotosintesis maxima (P4y;
umol O, cm™h™) fue mayor en los rodolitos y en el alga articulada, 2.6 y 1.7 pmol de O,

ecm? h'' respectivamente, valores de dos a tres veces mayores que la P, del alga
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incrustante. La pendiente inicial de la curva (o; (umol O, cm™h™) (umol quanta m™ s™)
1), mostré un patrén inverso: mayores valores para el alga incrustante, Lithothamnion sp.
y el alga articulada, Amphiroa tribulus a los estimados para los rodolitos (Tabla VIII).
Las irradiancias de compensacién y de saturacion, Ec y Ex (umol quanta m? s™),
mostraron la tendencia similar entre especies a las documentadas para la P,,. No se
observaron diferencias significativas entre especies en la tasa de respiracion del talo en
oscuridad (Rp; pmol O, cm™h™), pero si en la tasa determinada después de la exposicién
a luz saturante y denominada, respiracion post-iluminacion, Ry, pues los rodolitos y el
alga articulada mostraron valores de R; promedio dos veces mayores (<0.77 umol de O,
cm? h) que el estimado para el alga incrustante. Los valores estimados para R; fueron
en general, dos veces mayores que los estimados para Rp . El andlisis previo de las
propiedades opticas del talo de estas tres especies permitié también calcular la eficiencia
cuantica maxima de la fotosintesis (@,,,; en moles de oxigeno evolucionado por moles
de fotones absorbidos) a partir de la determinacion de o en cada curva y considerando no
la irradiancia incidente sino la absorbida por el talo. Se calcularon también los
requerimientos minimos cuanticos de la fotosintesis como el valor inverso de la eficiencia
cuantica maxima de este proceso para cada especie (1/@,,,,; numero de fotones requerido
para producir una molécula de oxigeno en el proceso fotosintético). Los valores
estimados para 1/@,,, fueron cercanos al maximo teérico de 8 fotones para el alga
incrustante, un poco mayor para el alga articulada y tres veces mayor al tedrico de 8 para
el rodolito (Tabla VIII). Al expresar las tasas metabolicas por unidad de peso, se observo
un patrén inverso al descrito para las tasas normalizadas al area proyectada. Los valores
mayores se estimaron para el morfotipo con un talo menos pesado, el incrustante. El alga
articulada mostré valores intermedios, y, finalmente, el morfotipo con un talo mas
grueso, el rodolito, mostré los valores menores (Tabla VIII). Los demés pardmetros
calculados permanecieron sin ningin cambio aparente. Estos resultados indican que los
rodolitos presentan una fisiologia fotosintética de alta luz (altos Ex, Puax, Ec., RCM y o
bajas) en comparacion con las algas incrustantes (fisiologia de baja luz). Es interesante la
observacion de que las algas articuladas presentaron caracteristicas de ambos morfotipos:
una respuesta fotosintética muy eficiente a baja luz, pero su metabolismo no esta

comprometido a alta luz como el de las algas incrustantes.
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Fotosintesis bruta
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Fotosintesis bruta
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Figura 16. Curvas fotosintesis irradiancia (P-E) para las algas coralinas estudiadas.

(a) tasa fotosintética normalizada por la seccion transversal del talo (umol O, cm™ h' y (b) tasa
fotosintética normalizada por unidad de peso seco de talo (umol O, gPS™ h™). Cada punto representa la
media (£ ES) de al menos 5 muestras independientes y las lineas representan un ajuste exponencial con
saturacion para fines demostrativos ((y= (P *x)/(E;+x))). Los recuadros miniatura de la derecha en
ambos paneles corresponden a la parte limitada por luz. Colores de los simbolos: circulos rosas, rodolitos,

circulos morados, alga articulada y circulos grises, alga incrustante.

3.3.1.1. Diferencias intraespecificas: Amphiroa tribulus

El alga articulada Amphiroa tribulus mostr6 diferencias significativas en sus
propiedades Opticas entre los dos lados del talo. Para determinar las posibles
implicaciones de estas diferencias estructurales (talo bifacial) sobre su actividad
fotosintética se analizd la respuesta de la fotosintesis en esta especie iluminado
diferencialmente por cada lado de su talo. Se observaron diferencias significativas en la
tasa de fotosintesis maxima, alcanzandose valores 0.5 veces mayores al iluminar el lado
mas pigmentado (Fig. 17). La pendiente inicial de la curva (a), y las irradiancias Ey, Ec

fueron, sin embargo, similares al iluminar diferencialmente por cada lado.
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Consecuentemente las diferencias encontradas en las propiedades opticas de cada lado
del talo de A. tribulus no tienen implicaciones sobre la eficiencia cudntica de la
fotosintesis y/o las condiciones en las que se compensa o satura la actividad
fotosintética del talo, pero si sobre la capacidad méxima fotosintética, por lo que el lado
de mayor pigmentacién debe permitir una mejor iluminacion del tejido fotosintético y
facilitar el incremento de la fotosintesis integrada por 4rea. El mayor
desempaquetamiento de los pigmentos fotosintéticos que se habia documentado en el
capitulo anterior para el lado mas pigmentado de esta especie, con el analisis de sus

propiedades Opticas, apoyaria esta interpretacion (Tabla [X).

Tabla VIII Parametros que describen la relacion fotosintesis-irradiancia en las algas coralinas.

Simbolos indican diferencias significativas por especic (ANOVA 1 via, HSD Tukey post-hoc, P<0.05).
Cada valor representa la media (£ ES) de 5 o mas muestras independientes. Unidades y abreviaciones por
seccion transversal: Tasa de fotosintesis maxima, respiracion en oscuridad y post-iluminacion (P, Rp ¥
R;) en pmol O, cm™ h'; Pendiente inicial de la curva, a (umol O, cm™ h™") (umol quanta m? s™)™;);
Irradiancia de saturacion y compensacion Ex y Ec (umol quanta m” s”); Requerimientos minimos
cuanticos de la fotosintesis: 1/®,,,. Por unidad de peso seco (PS): Tasa de fotosintesis maxima,
Respiracién en oscuridad y post-iluminacion (P, Rp y R;) en pmol O, gPS™ h™'; Pendiente inicial de la

curva P-E, o (umol O, gPS™ h™") (umol quanta m? s™)™.

Rodolitos Articuladas Incrustantes
Por seccion transversal
P 2.32+0.11* 1.73+£0.16#  0.75+0.08 «
o 0.009 0003 * 0.0153 +£0001 0.0162 + 0001
Rp 0.22+0.02 024+0.12 0.38 +£0.04
R 0.76 £0.12 * 0.77+0.10 * 0.43+0.06
E; 255.6+9.3 * 118+ 159 # 463+19¢°
E. 247+2.8 17.1+£94 24.5+3.08
/D, 254+1.1% 127+1.5* 9.5+£0.88 #
Por biomasa
P 10.3+£1.02 * 16.7+0.76 # 228+2.6#
o 0.039+003 * 0.1568£029 * 0.473+047#
Rp 1.001+0.15* 322+1.75*% 11.5+14#
Ry 33+£0.63* 7.33£051* 13.1+£2.02#
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2 Figura 17. Curvas fotosintesis irradiancia

(P-E) para cada lado del alga articulada A.

_ 15+ tribulus.

:; :4: Cada punto representa la media (£ ES) de 6
é EN 1 1 muestras  independientes 'y las lineas
é % 3:2 representan un ajuste a un modelo exponencial
23 0.5 0.4 | 0=  (Pua™)/(Extx)). Circulos morados
. 0'(2) describen el lado de alta pigmentacion y los
| 0 10 29 30 40 50 circulos azul claro al lado de baja pigmentacion

’ 0 500 1000 1500 2000 el alga articulada A. tribulus.

Irradiancia

(umol quanta m? s'])

Tabla IX Parametros que describen la relaciéon fotosintesis-irradiancia (Curva P-E) para ambos
lados del alga articulada A. #ribulus.

Simbolos diferentes entre morfotipos indican diferencias significativas (ANOVA 1 via P<0.05, HSD
Tukey post-hoc, P<0.05). Cada valor representa la media (+ ES) 6 muestras independientes. La diferencia
relativa es en funcion del lado pigmentado. Unidades y abreviaciones: Tasa de fotosintesis maxima y
respiracion en oscuridad y post-iluminacion P,,,,, Rp y R, (umol O, cm? h'l); pendiente inicial de la curva,
a (umol O, em™h™) (umol quanta m™ s™)";); Irradiancia de saturacion y compensacién Ex y Ec (umol

2 -1 . L, . L, . , .
quanta m™” s ); Requerimientos minimos cuanticos de la fotosintesis: 1/®

Lado alta pigmentacion Lado baja pigmentacion Diferencia relativa

Py 1.29 +0.10* 1.49 £ 0.09# 1.541.04 £ 0.07
o 0.012 +0.001 0.014 +0.001 1.18 £0.07
Rp 0.11+£0.05 0.10£0.04 1.04 £0.17
R 0.51+£0.02 0.56 £0.03 1.09 £0.04
Ey, 103.6+ 7.9 103.1+8.1 1.0001 £0.12
1B 89+3.7 6.7+24 0.88 +£0.04

1/®pax 182+2 17.06 = 1.2 0.96 +0.06

3.3.2. Descripciones estructurales del organismo: variacion de la estructura 3D:
indice de Area Foliar y su relacion con la productividad

Los valores promedio de LAI estimados en este estudio por primera vez para
cada morfotipo fueron para los rodolitos, articuladas y algas incrustantes de 1.27 + 0.11,
1.95+0.17 y 1.15 £ 0.01 respectivamente. Los valores por encima de 1 estimados en un
morfotipo en dos dimensiones (2D) como el del alga incrustantes son el resultado de
pequeiias protuberancias en la superficie de sus talos que modifican levemente esta

razén. Se observo también un incremento positivo del LAI al incrementarse el tamafio
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del individuo, descrito como el incremento del peso seco (Fig. 18). La tasa de aumento
de LAI con el tamafo fue también la mayor en algas articuladas (Fig. 18a). Se re-
calculd el LAI considerando que ambos lados del alga articulada y el cilindro del
rodolito son funcionales para la actividad fotosintética (en la definicion de LAI para
estructuras planas de 2D como hojas terrestres solo se considera una cara de la hoja,
Watson, 1947) resultando que el rodolito incrementa su LAl a 4.0 + 0.21 y supera al del
alga articulada (3.91 £ 0.35) para organismos de =2 g PS (Fig. 18b). Estos resultados
indican que tanto el alga articulada como el rodolito son capaces de incrementar su
produccion por individuo significativamente a diferencia del alga incrustante. La
fisiologia fotosintética estimada previamente indica ademas, que el alga articulada al
tener una tasa fotosintética no comprometida, tiene una ventaja los otros dos morfotipos
pues puede igualar la produccion del rodolito por individuo, el morfotipo que presenta

la mayor produccion por unidad de talo.
6 T T T

(@

indice de Area foliar (LAI)

Tamaiio (g) Tamatio (g)
Figura 18. Asociacion de variacion entre el indice de drea foliar y tamaiio en las algas coralinas.
Se muestra la asociacion de variacion entre el tamafio y el LAI calculado por un lado de cada organismo
(a), estructura 2D y estimado como el area total del talo (b): ambos lados para el alga articulada y un
cilindro para rodolitos. Colores de los simbolos: rosa, rodolitos, morado algas articuladas y gris algas

incrustantes. La linea representa un ajuste de poder.

3.3.3. Acoplamientos metabdlicos: Curvas Calcificacion irradiancia (G-E) y
asociaciones de variacion entre fotosintesis — calcificacion — respiracion.

En las determinaciones simultdneas de fotosintesis y calcificacion para
determinar su acoplamiento mecanistico, las tasas de fotosintesis de los tres morfotipos
mostraron una respuesta variable en funcién de la irradiancia similar a la ya descrita
entre las tasas de fotosintesis e irradiancia. Asimismo, se encontraron diferencias entre

los morfotipos, confirmando la fotobiologia contrastante entre especies/morfotipos. De
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manera similar a la respuesta fotosintética, las tasas de calcificacion de las algas
coralinas estudiadas mostraron un incremento lineal al incrementarse la luz, una perdida
la linearidad hasta que se alcanza un valor méximo constante (G, pmol CaCOs cm™
h™") independiente de los incrementos en la irradiancia (Fig. 19a). A diferencia de las
tasas fotosintéticas, la saturacidon de la calcificacion ocurre a irradiancias mucho
menores, pues se observa entre los 100-200 pmol quanta m™ s™' en algas articuladas e
incrustantes y a los 400 pmol quanta m™ s™' para el rodolito Neogoniolithon sp. (Fig.
19a). De forma similar a la respuesta fotosintética, existieron diferencias entre las tres
especies examinadas y en los distintos parametros derivados de esta curvas, que fueron
consistentes con la fotobiologia de cada una de ellas (ANOVA 1 via, Tukey post-hoc,
P<0.05 Tabla X). El analisis de estas asociaciones entre especies revelod que las tasas de
fotosintesis (Pyqx, pmol O, cm™ h'l) y calcificacion (Gay; pmol CaCOs cm’ h'l) fueron
mayores para rodolitos y algas articuladas, claramente por encima de las algas
incrustantes. En general, las G,,, de las algas coralinas fueron 3, 4 o hasta 5 veces
menores que las respectivas tasas de fotosintesis maxima P,,,, para los rodolitos, algas
articuladas e incrustantes respectivamente (Tabla X). A excepcion del Ej cae que fue
significativamente mayor para el rodolito Neogoniolithon sp., no se observaron

diferencias significativas en el resto de los pardmetros derivados de esta asociacion.

Tabla X. Parametros que describen la asociaciones fotosintesis y calcificacion vs irradiancia
(Curvas P-E y G-E) en las algas coralinas.

Cada valor representa la media estimado de 4 curvas independientes (+ SE). Simbolos diferentes entre
morfotipos indican diferencias significativas (ANOVA 1 via, HSD Tukey post-hoc, P<0.05). Unidades y
simbolos como en Tabla IX, excepto: G, Calcificacion maxima bajo saturacion de luz, pumol CaCO,

em” h™', a calcificacion (umol CaCO; ecm™ h™ ) (umol quanta m™? s)".

Rodolitos Articuladas Incrustantes
P s 3.2+0.07% 2.56+0.12# 1.06 +0.06°
Grax 1.1£0.10*  0.60+0.07# 0.19+0.01°
a(P) 0.01+£0002 0.017+0009 0.019+001
o(G) 0.007+0006 0.012+001 0.012+0.002
Ex(P) 297.4+56.7% 1492+ 15.5# 58.2+10.6#
Ex(G) 1469+ 15* 50.7+10.9# 20.5+5.22#

Las algas coralinas mostraron una relacion sigmoidal positiva entre las tasas de

calcificacion y fotosintesis bruta (R* >0.85, Fig. 19b). En esta relacion se observa un
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ligero retardo en el incremento de la calcificacion y un posterior incremento
exponencial hasta la saturacion. Durante y posterior al retardo, a baja actividad

2 h") los tres morfotipos mostraron tasas de

fotosintética (<0.5 pumol O, cm’
calcificacion negativas, es decir, actividad de descalcificacion que fue mayor en los
rodolitos (Fig. 19b). Esto indica que a baja luz las algas coralinas descalcifican, y que es
necesario sobrepasar un umbral fotosintético para inducir el proceso de
biomineralizacion (calcificacion positiva diferente de cero). Este umbral se puede
caracterizar cuantitativamente a través de esta asociacion. Este umbral se denominé
como los requerimientos fotosintéticos minimos de la calcificacion (MPR), por sus
siglas en inglés, “Mininum Photosyntetic Requirements” y que fue especifico para cada
especie. Los rodolitos por ejemplo, necesitaron casi tres veces mas actividad
fotosintética para sobrepasar este umbral en comparacion de las algas incrustantes
(Tabla XI). Una vez sobrepasado este umbral, la calcificaciéon se incrementa
exponencialmente en funcion de la fotosintesis, por lo que también se determind la tasa
de calcificacion estimulada por la luz (rgp; mol CaCO; producido por mol O,
evolucionado; Tabla XI) Esta tasa fue mayor en los rodolitos y menor en las algas
incrustantes. Posterior a este incremento, se observa una saturacion de la tasa de
calcificacion a un valor constante lo que soporta ademads el uso del modelo sigmoidal
para describir esta asociacion en lugar del modelo lineal hasta ahora utilizado. En
saturacion las Gy, calculadas como la amplitud de esta funcion fueron de 1.21, 0.62 y
0.27 pmol de CaCO; cm™ h' para los rodolitos, algas articuladas e incrustantes
respectivamente. El ultimo parametro determinado a través de este modelo fue el
centroide, que expresa la cantidad necesaria de actividad fotosintética requerida para
alcanzar la mitad de la amplitud maxima (A/2), y que permite estimar la actividad
fotosintética necesaria para saturar la calcificacion (centroide x 2). Los valores
estimados para este descriptor fueron consistentes con la fotobiologia coralina, mayor
para los rodolitos (=3 pmol de O, cm™ h™) y menor en las incrustantes (Tabla XI).

El andlisis del factor de escala metabdlico (Qo, ver mas adelante) permitid
generar suficiente variacion para analizar el acoplamiento entre las tasas de respiracion
post-iluminaciéon (R;) y la calcificacion maxima (G,). Se encontrd una asociacion
lineal y positiva significativa entre estas dos tasas metabodlicas (P<0.05, Fig. 20). En
esta asociacion, el rodolito y el alga incrustante mostraron una pendiente similar (0.573
+ 0.028 F(1,6) = 0.84, P=0.39) en comparacion al alga articulada, que mostré6 una
pendiente menor (0.363 £ 0.045, F(1,14) =10.2, P=0.009, ANEXO C, Seccion 6.3
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Calcificacion
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Figura 19. Acoplamiento entre calcificacion-irradiancia-fotosintesis en las algas coralinas.

(a) Curva calcificacion-irradiancia (G-E) y (b) Relacion fotosintesis bruta y calcificacion. Las lineas
continuas en (a) representan un ajusto exponencial con saturaciéon y en (b) un ajuste sigmoidal de tres
parametros (ver texto para detalles). El recuadro gris indica actividad de descalcificacion (G, <0). Colores
de los simbolos: circulos rosas, rodolitos, circulos morados, alga articulada y circulos grises, alga
incrustante. Los valores de R” del ajuste corresponden a: 0.93, 0.91 y 0.86 para los rodolitos, el alga

articulada e incrustantes respectivamente.

Tabla XI. Descriptores del acoplamiento entre la fotosintesis y calcificacion en algas coralinas.

Unidades y abreviaciones: Gn.., MPR tasa maxima de calificacion y requerimientos fotosintéticos
L. 2 -1 . 2 11 L. .
minimos en pumol CaCO; ecm™ h™; centroide en umol O, cm™ h™'; rg.p tasa maxima de incremento de

calcificacion en funcion de la actividad fotosintética (umol CaCOs5)(umol O,)™.

Acoplamiento entre fotosintesis y calcificacion Rodolitos Articuladas  Incrustantes

Goae 1.21+0.12 0.62 £0.04 0.27+0.06

MPR' 1.007+0.12  0.46+0.10  0.34+0.06

Centroide 1.13+0.13 1.04 +0.08 0.47+0.11

rg.p, calcificacion estimulada por luz 0.46+0.07 0.38+ 0.05 0.27+ 0.05

"Valor de fotosintesis (x) cuando la calcificacion (y) es = 0 (sin actividad) de la regresion lineal entre fotosintesis y calcificacion.

1 T T T

Figura 20. Relacion calcificaciéon (G,,.,) y respiracion
o 08l | post-iluminacién (R;) en las algas coralinas.
g ~ , .
g = Cada simbolo representa la media (+SE) de la tasa de
[ o
Q
E EM 0.6 - 1 calcificacion (G, ) y respiracion post iluminacion (R;).
g 9 .
2 3 Cada valor corresponde a un incremento en la
s = 04F k
§ g o temperatura de dos grados desde 24°C a 32°C (ver texto
S =N
; 02 | para detalles). Las lineas representan un ajuste lineal
<
= ’ ’

(P<0.05). Colores de los simbolos: circulos rosas,

0 1 1 1 . ’ . r
0 0.4 08 12 16 rodolitos, circulos morados, alga articulada y circulos

Respiracion post-illuminacién, R £r1ses, alga Incrustante.

(umol O, cm? h)
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3.3.4. Acoplamientos metabdlicos: uso de inhibidores

El DCMU es un inhibidor de la actividad fotosintética (P,,,) y su aplicacién en
algas coralinas presenta una cierta dificultad para su penetracion en el tejido por la
presencia del esqueleto de carbonato. Aun asi, el uso del DCMU indujo una inhibicion
de la fotosintesis en las especies investigadas en un 80-100%, producto de diferencias
minimas en el grosor de las muestras experimentales. Esta inhibicién fotosintética
también indujo tasas de descalcificacion en el rodolito Neogoniolithon sp. y en el alga
incrustante Lithothamnion sp. pero también se estimd una reduccion del 85% de las
tasas control del alga articulada A. tribulus pero no actividad de descalcificacion (Fig.
21). En este mismo experimento, las tasas de respiracion post-iluminacion (R;) se
mantuvieron sin ningin cambio significativo después de aplicar el herbicida, lo que

descarta un efecto negativo directo o indirecto de la respiracion sobre la G, (Fig. 21).

b i
:§E 0s b | Figura 21. Efecto del herbicida DCMU sobre las
E‘% . : i tasas metabélicas de las algas coralinas

§§ 0 Barras grises: Tasa maxima de -calcificacion, G,y;
%—S 05 L | barras blancas: Respiracion post-iluminacion, R;. Los
S simbolos denotan diferencias significativas frente al

1T M Calcificacion i control (t-student P<005)

[ Respiracion
- 1 . 5 Il Il
Rodolitos Articuladas Incrustantes

Por otro lado, el bloqueo de los canales de calcio con el inhibidor verapamilo disminuy6
la actividad fotosintética hasta en un 90% e indujo tasas de disolucion de CaCO; en los
rodolitos (Fig. 22) sin ningun efecto significativo sobre las tasas de respiracion, Ry. El
verapamilo es un fenilalkilamino prototipico (PAA) y fue el primer bloqueador de los
canales de calcio que se utilizé clinicamente. Bloquea los canales de calcio tipo L en el
poro interno de células animales con una afinidad micromolar (Verret et al., 2010) e
incrementa esta afinidad con potenciales de membrana despolarizados. También se ha
demostrado su efecto bloqueador sobre los canales tipo T pero con un modesto
incremento de su afinidad con potenciales de membrana despolarizados (Bergson et al.,
2011). Aunque no se conoce tan detalladamente su efecto sobre organismos
fotosintéticos, este estudio encontrd una actividad inhibitoria significativa tanto para la

actividad fotosintética como para la capacidad de calcificacion de las algas coralinas,
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sin ningun efecto adverso sobre las tasas de respiracion, Ry. Al utilizar el inhibidor de la
anhidrasa carbonica externa (azetazolamida AZ, ver métodos), solo la tasa de
respiracion de los rodolitos mostrd un incremento significativo (Fig. 22). En este mismo
experimento, los organismos control no calcificaron por razones desconocidas, pero se

observo un incremento del doble de los valores de descalcificacion.

*

:é L5 T 4 Figura 22. Efecto del inhibidor Verapamil (VPM) y
<
Q T . .
£ L 25 | azetazolamida (AZ) sobre el metabolismo de los
= —
Qg rodolitos.
5E& 05+ il
O N . . . .
8= * Etiquetas especificaciones como figura anterior
£ 3 % g ’
(=3 =5
5 0 b is claro: Tasa de fotosintesis maxi
~ 5 excepto barra gris claro: Tasa de fotosintesis maxima,
&2
é 05 4 P
Z
2
[2 -1 [ Fotosintesis B

[ Respiracion

M Calcificacion

Verapamil AZ

3.3.5. Analisis de la respuesta del metabolismo de las algas coralinas a los
incrementos de temperatura: determinacion del factor de escala Qo

Las incubaciones cortas a diferentes temperaturas permitieron describir el factor de
incremento de las tasas metabolicas de las algas coralinas, dentro del rango de variacion
de la temperatura del agua en su hébitat natural (24°C-32°C). Se observaron diferencias
significativas entre especies y entre las respectivas tasas metabolicas (Fig. 23, Tabla
XII, ANEXO C; Seccién 6.3). De manera general, los rodolitos y las algas articuladas
mostraron siempre las mayores tasas metabolicas referidas a area; aproximadamente el
doble de los valores estimados para las algas incrustantes. La tasa de fotosintesis
maxima, P, se incrementd linealmente desde los 24°C hasta los 30°C en los tres
morfotipos (Fig. 23a), con valores minimos a 24°C alrededor de 1.5 O, cm™? h' para
rodolitos y algas articuladas y de 0.4 umol de O, cm™ h! para algas incrustantes. Sin
embargo, se observd una caida de la tasa fotosintética después de los 30°C (Fig. 23),
indicativo de la presencia de un umbral fisioldgico subOptimo a temperaturas por
encima de los 30-31°C para el desempenio de la actividad fotosintética. Las tasas
respiratorias post-iluminacion (R;) y de calcificacion maxima (G,,,) mostraron un
incremento lineal con respecto a la temperatura, hasta los 32°C en los rodolitos y en las
algas articuladas, pero hasta los 30°C en las algas incrustantes (Fig. 23b,c), por lo que

solo en éstas ultimas se detectd un umbral térmico subdptimo para la actividad
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respiratoria. Esta descripcion se realizo para organismos que estaban aclimatados en la
laguna arrecifal de Puerto Morelos, en agosto de 2013, a una temperatura de 30°C, que
corresponde con el valor médximo promedio del agua de la laguna para el verano (MMM
o maximum monthly mean segun la NOAA (Rodriguez-Martinez et al., 2010; Strong et
al., 2011), lo que explica que se registraran a esta temperatura los maximos valores en
P...x para todas las especies y, para las algas incrustantes, en todas las tasas metabolicas.
La razon P,,:R; disminuyd moderadamente en funcion de los incrementos en la
temperatura (Fig. 23d) en las tres especies estudiadas (P<0.05, Tabla XII),
particularmente al acercarse a 32°C. El alga articulada A. tribulus, que mostro la
variacion mas grande de P, relativo a R; por efecto de la temperatura, fue la especie
que presento el impacto mas adverso de la temperatura sobre el Pp,,:R;, a diferencia de
lo encontrado para el rodolito Neogoniolithon sp. Los cocientes metabolicos (Qio)
estimados variaron entre valores de 2 y 3 de acuerdo al morfotipo y la tasa metabdlica
(Tabla XIII). Por ejemplo, el Qo de la P, fue mayor en los rodolitos y menor para el
alga incrustante, mientras que la Gy, mostrd el patron inverso. En contraste, la Qg
mayor de la R; se estimd para las algas articuladas (=3) y la menor para el alga

incrustante.

Tabla XII. Pendiente linear de las relaciones temperatura-metabolismo de las algas coralinas.
Analisis de datos: R; y G, 24-32°C (rodolitos y articuladas) y 24-30°C (incrustantes); P,,q., 24-30°C; y
Prax:Ry: 24-32°C. Los subindices denotan diferencias significativas entre las pendientes de los diferentes

morfotipos (ANCOVA, P<0.05).

Morfotipo Pendiente SE R’ P n
R, Rodolitos 0.098 £0.010 0.157 0.76 <0.001 30
Articuladas 0.088 £ 0.008 0.126 0.79 <0.001 30
Incrustantes 0.027 £ 0.004* 0.039 0.69 <0.001 24
Glzms Rodolitos 0.040 = 0.008 0.127 0.46 <0.001 27
Articuladas 0.033 +0.007 0.092 0.49 <0.001 23
Incrustantes 0.018 £ 0.003 0.033 0.60 <0.001 21
P Rodolitos 0.276 £ 0.032* 0.346 0.77 <0.001 23

Articuladas 0.150 + 0.058" 0.303 0.55 <0.001 24
Incrustantes 0.057 £ 0.004° 0.079 0.72 <0.001 24

P,.R; Rodolitos -0.098 +0.028 0.434 0.77 0.002 29
Articuladas -0.221 +£0.044 0.303 0.67 0.001 30
Incrustantes - - - 0.203 30
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Figura 23. Respuesta instantinea del metabolismo a la temperatura en las algas coralinas.

Tasas de fotosintesis maxima (P,,); (b) respiraciéon post-iluminacion (R;); (c) calcificacion maxima
(Guar) y d) razén P,,,: Ry. Las lineas continuas representan un ajuste lineal (P<0.05) a excepcion de la
P,..: Ry donde solo representan las tendencias. Colores de los simbolos: circulos rosas, rodolitos, circulos

morados, alga articulada y circulos grises, alga incrustante.

Tabla XIII. Factores de escala del metabolismo a la temperatura (Q,() determinados en las algas

coralinas para las algas coralinas.

Cociente metabélico (Q1,) Rodolitos Articuladas Incrustantes

P 2.53 2.29 2.06
R, 2.57 2.91 2.31
Gl 2.16 2.51 2.97
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3.4. Discusion

La caracterizacion fisiologica realizada permitié reconocer una asociacion de
variacion muy clara entre el contrastante habitat natural de las especies de algas
coralinas examinadas en la laguna arrecifal de Puerto Morelos y su fisiologia
fotosintética y de calcificacion. Esta informacion es clave para entender su abundancia
local. La especie formadora de rodolitos en la comunidad arrecifal de Puerto Morelos
Neogoniolithon sp., habita entre las praderas de Thalassia testudinum a 2-3 m de
profundidad, zonas tipicas de alta y variable iluminacion (Torres-Mejia, 1991; Enriquez
& Pantoja-Reyes, 2005). Este estudio corrobord una fisiologia fotosintética de alta luz
para esta especie, lo que explica su adaptacion a estos ambientes altamente iluminados,
y estim6 sus mayores requerimientos de luz para asegurar balances positivos de
carbono. Esta especie por tanto, es la que presenta mayor competitividad en condiciones
someras y de alta iluminacion. Pero también, atendiendo al analisis de sus propiedades
oOpticas lo es en condiciones de limitacion de nutrientes, por su mayor eficiencia como
colector de luz. Las propiedades opticas del talo de esta especie se reflejan ademas en su
condicion fisiologica: es capaz de absorber mas energia para transformarla en
estructural. La condicion fisiologica de alta luz del rodolito ademés implica que es la
especie que debe presentar los mecanismos mas eficientes de fotoproteccion en
comparacion con especies adaptadas a baja luz (p. €j., Schubert, 2008; Burdett et al.,
2014). Lo anterior también necesario para tolerar cambios en la exposicion de luz de
manera rapida al rodar en el sedimento dada su naturaleza libre, no sujeta a un sustrato.
En contraste, el alga incrustante Lithothamnion sp. y el alga articulada Amphiroa
tribulus habitan en condiciones de menor iluminacion que el rodolito, a 5-7 m de
profundidad en el arrecife posterior (Torres-Mejia, 1991). De acuerdo a este estudio, las
dos especies presentan una condicioén fisioldgica de baja luz, pero es mucho mas
limitada para el alga incrustante. Esta caracterizacion confirmé6 que Lithothamnion sp.,
mantiene balances de carbono positivos en condiciones de alta limitacion de luz para la
mayoria de los productores primarios arrecifales. Esto, gracias a una fisiologia
fotosintética que ademas de reducir las pérdidas por respiracion tiene maximizada su
eficiencia cuantica para mantener asi, producciones fotosintéticas positivas a muy bajas
irradiancias (Tabla VIII). La fisiologia fotosintética de esta especie, pero también su
estructura delgada y sus propiedades oOpticas, explican su ubicacién particular en el

arrecife de coral. Estas caracteristicas también explican el incremento de su abundancia
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a mayor profundidad, entre los 30 y 80 m, para los Flower Bank Gardens del Golfo de
México (Minnery, 1990 en ; Perry & Hepburn, 2008). Esta combinacion de
caracteristicas, ya han sido documentadas previamente para otras especies de
organismos fotosintéticos adaptados a muy baja iluminacion (Liining & Dring, 1985;
Vermaat & Sand-Jensen, 1987; Sand-Jensen, 1988; Markager, 1993; Cayabyab &
Enriquez, 2007). Para corales simbidticos también se han documentado requerimientos
luminicos muy bajos (Rodriguez-Roman et al., 2006), gracias a su extraordinaria
eficiencia de absorcion de luz (Enriquez et al., 2005). Esta es la primera vez que se hace
un estudio morfo-funcional tan detallado para las algas coralinas. El modelo general de
zonacion vertical de algas coralinas de arrecifes de coral de Braga (2011), que compara
informacion del registro fosil con datos recientes, se confirma que especies incrustantes
del genero Lithothamnion y otros géneros como Mesophyllum, Litophyllum e
Hydrolithon, incrementan su abundancia con la profundidad en la estructural arrecifal.
Estas especies también pueden ser comunes en zonas someras como las examinadas en
este estudio, pero su habitat se restringe a condiciones minimas de luz, en cavidades y
debajo de las colonias de corales. En la misma revision de Perry & Hepburn (2008) en
donde se describen diferentes indicadores de procesos de erosion, incrustacion y
cementacion en la estructura primaria del arrecife de coral, se indica que el género
Neogoniolithon sp., segin Adey et al. (1982) es mas abundante en los arrecifes de
Hawaii en zonas mas someras. Esta distribucion es consistente con las caracteristicas
fisiologicas encontradas en este estudio y coinciden ademés con la mayor abundancia de
rodolitos de este mismo genero descrita por el mismo modelo de zonacion (Braga,
2011). Por otro lado, el alga articulada A. tribulus, aunque presenta caracteristicas
fisiologicas de especies muy eficientes a baja luz, sus caracteristicas fotosintéticas
difieren de las del alga incrustante (Tabla VIII). Esta diferencias son en parte debidas a
las propiedades opticas contrastantes entre los dos lados del talo del alga articulada, que
le confieren a A. tribulus la facultad de incrementar su productividad en ambientes
luminicos heterogéneos sin sufrir pérdidas significativas de produccion por autosombra,
como por ejemplo, los que construye un mismo individuo al formar doseles complejos.
Su mayor capacidad para extender su superficie total de colecta de energia luminica de
un mismo organismo, descrita por el pardmetro LAI (Fig. 18) le confieren una habilidad
competitiva mayor, pues le permiten incrementar fuertemente su produccion
fotosintética y crecimiento, siempre que haya suficiente iluminaciéon y siempre que

exista un sustrato firme consolidado donde fijarse. Esta ultima razén puede explicar su
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modesta abundancia en la laguna arrecifal dentro de la pradera submarina. Sin embargo,
en el arrecife otros factores fisicos como la limitacion por nutrientes, sustrato
disponible, o la fuerte abrasion por hidrodinamismo; o bioldgicos, como la herbivoria o
la mayor habilidad competitiva por el espacio de otros organismos fotosintéticos como
los corales escleractineos, podrian explicar la menor presencia de este morfotipo en
condiciones oligotroficas arrecifales (Torres-Mejia, 1991; Diaz-Palido & Garzon-
Ferreira, 2002; Can-Moo, 2003). Estos mismos factores explicarian un incremento de su
abundancia asi como la de otras especies articuladas en condiciones mas mesotroficas,
de menor energia, y/o de menor cobertura coralina y/o herbivoria. Su habilidad
competitiva le permiten coexistir con corales escleractineos demostrado por su
presencia significativa dentro de colonias de coral del género Agaricia.

La fisiologia fotosintética de las algas coralinas pero también las caracteristicas
de su morfotipo explican, por lo tanto, su distribucion en el habitat arrecifal en funcion
de gradientes ambientales en la intensidad de luz, de forma similar a lo reportado para la
distribucion de otras especies coralinas (Payri et al., 2001; Chisholm, 2003). Estas
observaciones coinciden también con descripciones alométricas previas que han
sefialado la importancia del grosor del tejido y el TMA en las tasas fotosintéticas de un
grupo muy diverso de organismos marinos (Pmax Y 0; Enriquez et al., 1995). A pesar de
la limitacion de este estudio comparativo a tres especies, pero con morfologias muy
contrastantes, nuestros resultados sugieren también la existencia de una relacion
positiva entre los requerimientos minimos de la fotosintesis (1/®,,,) y el grosor del tejido
o el TMA. Es decir, tejidos més gruesos como el de los rodolitos, tendran mayores
requerimientos de luz, que tejidos mas delgados (ver Ramus, 1990). Esta relacion
general, explicable por el incremento del “efecto paquete” y la autosombra de los
pigmentos fotosintéticos dentro del tejido (Enriquez et al., 1994; Enriquez & Sand-
Jensen, 2003), también se observa dentro de un grupo de organismos como las algas
coralinas que gracias a su esqueleto de carbonato pueden presentar un menor efecto
paquete que tejidos con un menor componente de esparcimiento de luz. El menor costo
estructural y de mantenimiento de estructuras delgadas puede explicar también entre las
algas coralinas, por qué la estructuras delgadas sobreviven mejor en condiciones de
limitacién de luz. Por otro lado, un mayor empaquetamiento de los pigmentos
fotosintéticos en estructuras mas gruesas, también podria ser una “opcién estructural
adaptativa” a condiciones de mayor iluminacién, ya que una mayor parte del aparato

fotosintético podria estar protegido de los niveles altos de luz externos y sostener asi la
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produccion del tejido y la capacidad de reparacion de los niveles mas expuestos. Este
tipo de “estrategia” no se ha descrito todavia para los tejidos fotosintéticos, pero si para
los doseles del pasto marino 7. testudinum (Enriquez et al., 1992; Schubert et al., 2015).
De este andlisis se puede concluir, por tanto, que la variacion de las tasas fotosintéticas
de las algas coralinas responden al mismo patrén general alométrico descrito
previamente para un diverso grupo de macroéfitas, ya que la produccion fotosintética
pero también las tasas de respiracion y de calcificacion, normalizado a la biomasa
estructural, disminuye si el grosor del tejido fotosintético incrementa (Enriquez et al.,
1995; Enriquez et al., 1996).

La capacidad de formar doseles para crear un colector de luz complejo, que sea
capaz de explorar un mayor volumen de la columna de agua, puede ser descrito
cuantitativamente por medio del indice de area foliar (LAI). Este trabajo explord de
manera muy general el andlisis de variacion de el LAI en funcion del tamafio del talo
coralino y es el primer trabajo en determinar este descriptor en este tipo de algas (sin
embargo se recomienda ver Algarra & Niell, 1987). Una de las primeras observaciones
en relacion a este parametro y su importancia ecoldgica le corresponden a Olesen et al.
(2002) en donde se describid a grandes rasgos la capacidad de los pastos marinos
Posidonia oceanica y Cynodosea nodosa, de expandir las hojas de sus praderas para
permitir un balance fotosintesis-respiracion Optimo a medida que la radiacion solar
disminuye con la profundidad, lo que permite la supervivencia a profundidad de las
praderas de estas especies, similar a encontrado aqui para el alga Lithothamnion sp. y
muchas otras algas incrustantes profundas o colonias de coral (Markager & Sand-
Jensen, 1992; Anthony et al., 2005; Braga, 2011). Del mismo modo Chisholm (2003) y
Adey (1998) sugirieron la importancia la modificacion de la estructura 2D a 3D de
distintas algas incrustantes para la estimacion de la produccion organica e inorganica de
zonas arrecifales someras ya que esto incrementa su area de colecta de luz.
Recientemente, la complejidad morfo-funcional de diversas praderas de 7. testudinum
se explico con base a el LAI asi como la influencia de la complejidad de estos doseles
en la fisiologia del pasto marino y su produccion orgéanica e inorgénica (Enriquez et al.,
2002; Enriquez & Pantoja-Reyes, 2005; Enriquez & Schubert, 2014). Finalmente, la
capacidad de reduccion del LAI al incrementar la profundidad en el complejo
mutualista esponja-alga coralina (Jania adhaerens) fue utilizado como parte de el
modelo explicativo de su presencia a mayor profundidad (Enriquez ef al., 2009). En este

estudio se encontrd que el alga articulada tiene la mayor capacidad de formar doseles en
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funcion de su tamano, gracias a sus articulaciones, escapando de la estructura de dos
dimensiones, lo que el alga incrustante es incapaz de hacer (Fig. 18). Esta capacidad se
observa claramente en los doseles complejos que llega a formar en su habitat natural
(Fig. 2). La capacidad de formar estos doseles de este morfotipo articulado, en
comparacion a los morfotipos restantes le da una habilidad competitiva importante pues
le permite incrementar su produccion por individuo y su tasa de crecimiento.

La actividad de calcificacion de las algas coralinas para construir su esqueleto de
carbonato es un proceso muy demandante de energia. Junto al mineral precipitado se
necesita una parte organica fundamental para su construccion (Chisholm, 2000, 2003),
por lo que la fotosintesis pudiera ser el proceso que provee la mayor parte de esta
energia para la formacion de los esqueletos coralinos. La fotosintesis también provee
oxigeno para sostener la respiracion mitocondrial, que a su vez es una fuente alternativa
de energia para la calcificacion. Por ello, la fotosintesis estimula a la calcificacion y a la
respiracion como fuente de fotosintetatos y de oxigeno. La calcificacion también
pudiera estimular a la fotosintesis si actiia, como se ha propuesto, como mecanismo de
concentracion de carbono (McConnaughey & Whelan, 1997; McConnaughey, 1998).
En este sentido, las tres tasas metabolicas deben de acoplarse metabdlicamente y variar
coordinadamente en respuesta a los cambios ambientales. Se han descrito en el pasado
asociaciones lineares entre la fotosintesis y la calcificacion (cf., Pearse, 1972; Pentecost,
1978; Borowitzka, 1982). En este estudio se encontré una asociacion linear entre la
respiracion y la calcificacion (Fig. 20) pero no para la calcificacion y la fotosintesis, ya
que se observo una saturacion de G, antes de alcanzar P,,,, pero también un cierto
retraso en la respuesta de la actividad de descalcificacion a baja iluminacion. Por ello, el
mejor modelo explicativo de esta respuesta es el modelo sigmoide (Fig. 19). Goreau
(1963) sugiri6 para corales escleractineos que la actividad de calcificacion estaba
vinculada a la fotosintesis indirectamente, propiciada por la incorporacién de [HCO5™']
para la fotosintesis o bien, vinculada energéticamente (Goreau, 1963; Johansen, 1981).
Por tanto, una discusion con poca base bioldgica ha centrado el interés de los
investigadores para esclarecer si es la fotosintesis la que estimula la calcificacion
(indirectamente) o es la calcificacién un mecanismo de concentracion de carbono y, por
tanto, estimula la actividad fotosintética. La realidad es que se necesita mucha mas
informacion sobre la base fisiologica celular que favorece el mecanismo de
calcificacion y que permite que especies como el pasto marino Thalassia testudinum,

puedan también desarrollar esta facultad en el ambiente arrecifal (Enriquez & Schubert,
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2014). La escasa y limitada informacion a nivel celular disponible sobre este proceso
argumenta que en condiciones de limitacion por luz u oscuridad, los cambios locales de
pH generados por la mayor actividad respiratoria, mantienen la calcificacion en valores
minimos o incluso inducen actividad de descalcificacion (Borowitzka & Larkum, 1987;
El Haikali et al., 2004; Steller et al., 2007; Comeau et al., 2013). En estas condiciones
también hay limitacion de sustrato para respirar y O, en el talo, por lo que este déficit de
energia limita la actividad de calcificacion hasta un umbral minimo que es determinado
por la actividad fotosintética (Fig. 19b). En este estudio este umbral importante se
denomind, el minimo requerimiento fotosintético de la calcificacion, MPR, y se propone
como un descriptor fisioldgico clave en algas coralinas para explicar las pérdidas de
produccion de carbonatos que se detectan en un determinado habitat, ya sea por
variabilidad natural o del impacto de un determinado estrés ambiental. La dependencia
energética de la calcificacion de las algas coralinas con respecto a la fotosintesis se
confirmo en este estudio, ya que la actividad de calcificacion ces6 completamente al
suprimir parcial o totalmente la fotosintesis (Fig. 21). Con una aproximacién distinta,
resultados que demuestran un fuerte acoplamiento metabolico entre la calcificacion y la
fotosintesis, se han reportado para el coral escleractineo Porites branerii (Colombo-
Pallotta et al., 2010). Segln estos autores, la presencia de O, y glicerol en oscuridad en
especimenes blanqueados promueve una actividad de calcificacion similar a la de un
coral sano, confirmando que el simbionte aporta hasta un 90% de la energia necesaria
para la calcificacion (Muscatine et al., 1981; Colombo-Pallotta et al., 2010). En este
analisis para algas coralinas se observaron diferencias importantes entre especies, que
pueden ser atribuibles a una regulacion y distribucion de energia diferencial (Tabla XI).
Por ejemplo, el rodolito requiere mas energia para activar su calcificacion y presenta los
mayores valores de MPR, consistente con su fisiologia fotosintética de alta luz. Por otro
lado puede alcanzar mas rapido valores mas altos de G.. En limitacién de luz (y
energia) es fundamental generar y activar rapido suficiente actividad de calcificacion
que asegure la produccion de un esqueleto, por muy delgado que este sea (p ej.
incrustantes). Por tanto, los valores de MPR deben ser minimos. En contraste, la
habilidad competitiva de A4. tribulus le permite tener G, elevados para generar
estructuras estructuralmente fuertes con MPR bajos, pero también sus requerimientos
estructurales de carbonato son mucho menores.

Todo el metabolismo, fotosintesis, respiracion y calcificacion, responde

positivamente al incremento de la temperatura, ya que favorece la actividad enzimatica
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y la disponibilidad de sustrato (cf. Ecuacion de Arrhenius, Arrhenius, 1889). En este
capitulo se encontraron variaciones significativas entre especies y entre las diferentes
tasas metabolicas de las algas coralinas al analizar la respuesta de su metabolismo a los
incrementos de temperatura, utilizando el factor de escala Qo (cf. Nobel, 2009), como
descriptor de este efecto. Ademads, se encontraron umbrales térmicos especificos para
cada especie y proceso metabdlico. Por ejemplo la fotosintesis maxima (P,,,) se vio
comprometida por encima de los 30°C para todas las especies, pero no la R; y/o G
salvo, para el alga incrustante (Fig. 23a). Este analisis también revelo que A. tribulus y
Lithotamnion sp. (las especies mas sensibles al estrés luminico) presentan una tasa
respiratoria (R;) mas sensible a la temperatura en comparacion al rodolito. Esta
sensibilidad se confirm6 en el decremento de la razon fotosintesis y respiracion
(Pmax:Rr) al incrementar la temperatura. Todas estas observaciones son fundamentales
para entender los efectos directos de la temperatura sobre la fisiologia de estos
organismos. La supervivencia de los organismos autotrofos depende del mantenimiento
de un P:R > 1, por lo que el metabolismo de las estructuras fotosintéticas debe re-
ajustarse si es que existen pérdidas de actividad fotosintética para evitar mantener
balances negativos o P:R <I por largos periodos de tiempo. Por tanto es fundamental
ajustar el incremento diferencial de la R; con respecto a la P,, que inducen los
incrementos de temperatura, pero también disminuir las tasa respiratorias fuertemente,
si existen fuertes caidas de P,., de lo contrario la supervivencia algal estaria
comprometida. Estos ajustes también implican a la calcificacion ya que también
depende de la variacion en la fotosintesis y respiracion.

La utilidad de la informacion generada para entender la respuesta de las algas
coralinas al ambiente, y poder asi atribuir las observaciones naturales o experimentales
al efecto directo de un determinado factor, como la temperatura o la luz, es quizés la
parte mas importante de esta caracterizacion fisioldgica. Por ejemplo, la asociacion
descrita entre la calcificacion y la fotosintesis, especifica para cada especie, indica que
impactos negativos sobre la tasa fotosintética ocasionarian un déficit de energia y/o
oxigeno para calcificar. Procesos que induzcan una limitacion por luz o inhibicién
fotosintética, como deterioros de la calidad del agua o estrés luminico severo,
respectivamente, conduciran a reducciones importantes de la produccion fotosintética
(Fabricius & De'ath, 2001; Harrington et al., 2005; Cayabyab & Enriquez, 2007,
Schubert & Garcia-Mendoza, 2008), pero también de carbonatos. La inhibicién

fotosintética por lo tanto, compromete el desempefio coralino y pone en riesgo la
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formacion de los esqueletos, especialmente si la actividad fotosintética disminuye por
debajo del MPR. Esta informacion fisioldgica cuantitativa es por tanto critica para
implementar modelos de produccion y de impacto ambiental, especialmente en aquellas
especies o habitats mas susceptibles al estrés luminico o a pérdidas de transparencia del
agua. Aunque el modelo fotosintesis-calcificacion presentado permitiria la
implementacion de modelos bio-Opticos para la estima de la produccion de carbonatos
(ver Chisholm, 2000), existen otros factores que también pueden tener relevancia para
entender el impacto del cambio global sobre las algas coralinas, como es el efecto de
una reduccion en el pH sobre la calcificacion. Desafortunadamente, no existe todavia un
modelo fisioldgico para explicar el efecto directo de la reduccion del pH sobre la
combinacion de procesos/mecanismos que regulan la biomineralizacion en algas

coralinas (p. ej. Comeau et al., 2013).
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Capitulo 4: La luz y la inhibicion de la fotosintesis como factores
clave para explicar la diversidad de respuestas fisiologicas de las

algas coralinas al estrés térmico y a la reduccion de pH

4.1. Resumen

En este capitulo se analizo la respuesta de la fisiologia de las algas coralinas a la acidificacion
del océano (OA) y a su calentamiento (OW), a través de una aproximacién experimental en
donde se expuso a las tres especies, representantes de las tres formas de crecimiento de las algas
coralinas, a un pH reducido y a temperatura elevada. El objetivo de esta andlisis fue discernir
entre los efectos directos de cada factor ambiental y el efecto combinado, a la vez que entender
un poco mejor el papel de la luz y la inhibicion de la fotosintesis en la respuesta fisiologica de
las algas coralinas. Esta aproximacion experimental evidencid la alta sensibilidad de las algas
coralinas al fotodafio durante el estrés térmico y sus dramaticas consecuencias sobre las tasas de
fotosintesis y de calcificacion del talo. También permitié explicar diferencias entre las especies
en su sensibilidad al estrés térmico a través de su diferente sensibilidad al estrés luminico y al
fotodafio. Los niveles moderados de estrés luminico similares al control experimental durante la
exposicion a pH reducido, no indujeron ningln fotodafio, por lo que no se observd ninglin
impacto sobre la fotosintesis aunque si se observo un moderado efecto adverso sobre la tasas de
calcificacion. De las tres especies analizadas los rodolitos, que presentan una fisiologia de alta
luz y mecanismos de fotoproteccion eficientes, fueron el morfotipo/especie mas robusto frente a
las condiciones experimentales. Los resultados de este estudio permiten concluir que el
calentamiento global es una amenaza mucho mayor sobre la fisiologia de las algas coralinas que
la acidificacion del océano, en particular para habitats muy iluminados como el arrecife de
coral. Ademas de demostrar la importancia relativa de estas dos amenazas globales sobre las
algas coralinas, en este capitulo también se hace una integracion entre los resultados
experimentales y la descripcion de la fotobiologia de estas especies realizada en el capitulo
anterior, desarrollando por primera vez un modelo fisiologico cuantitativo para estimar el
impacto del estrés térmico en la produccion de carbonato de las algas coralinas. Este modelo
permitird predecir el impacto del calentamiento global sobre la contribucion de las algas
coralinas a los balances de carbono del habitat del que forman parte, incluido el arrecife de
coral, pero también a todos los importantes procesos en los que este grupo taxondmico esta
implicado, como por ejemplo, el proceso de cementacion del arrecife de coral, el mantenimiento
de la tasa de reclutamiento de los corales escleractineos y, en definitiva, el mantenimiento de la
biodiversidad del habitat arrecifal. Este modelo sin embargo, todavia no puede describir el
impacto moderado observado del bajo pH sobre la produccién de carbonatos de las algas

coralinas.

133



Caracterizacion fisiologica de las algas coralinas. Vasquez-Elizondo RM 2016

4.2. Introduccion

El calentamiento global y la acidificacién del océano son dos amenazas globales
que afectan distintos aspectos del plantea que se relacionan principalmente al
mantenimiento de las comunidades biologicas, los servicios que los ecosistemas
proporcionan al ser humano y a la estabilidad de muchas poblaciones humanas. Por lo
tanto, ambas amenazas son preocupaciones primordiales en la investigacion de las
ciencias marinas y en particular, su efecto sobre los organismos y comunidades con
habilidad para calcificar (Kleypas et al., 1999; Feely et al., 2004; Hoegh-Guldberg et
al., 2007; Lough, 2008; Hofmann et al., 2010; Gattuso et al., 2015). De estas amenazas,
la acidificacion del océano ha recibido mayor atencion que el incremento de
temperatura superficial del mismo, que es producto del calentamiento global. Lo
anterior es debido a que se ha incrementado considerablemente el nimero de estudios
que han concluido que el decremento en el estado de saturacion del carbonato de calcio,
Q, tiene un impacto significativo negativo en muchos organismos calcificadores
(Riebesell et al., 2000; Anthony et al., 2008; Hofmann et al., 2010; Kroeker et al.,
2013). Algunos meta-andlisis inicialmente cuestionaron la significancia de Ila
acidificacion del océano como una amenaza mayor para estas comunidades, pero la
evidencia actual sugiere que el incremento de temperatura aumenta la sensibilidad que
los organismos tienen frente a la acidificacion del océano y que tiene como resultado,
declives en la supervivencia, tasas de calcificacion y de crecimiento y abundancia en un
gran nimero de organismos marinos (Kroeker et al., 2013).

Las algas coralinas rojas, productores primarios y calcificadores clave que estan
presentes en la mayoria de los ecosistemas costeros (Seccion 1.1.2), son considerados
uno de los grupos mas sensibles a la acidificacion del océano ((Diaz-Pulido et al.,
2012). La sensibilidad frente al aumento de temperatura sin embargo, sigue estando sin
resolver ya que estudios recientes han documentado resultados contradictorios (Martin
et al., 2013; Comeau et al., 2014). Los esqueletos de estas algas estan formados por
Mg-CaCO;, la forma mas soluble de este mineral, pero comprende mas del 80% de su
estructura seca, y les otorga caracteristicas Unicas a estas algas para su adecuacion al
ambiente (Seccion 1.1.1, Capitulo II). Dada la significancia ecoldgica de estas algas en
muchos ecosistemas costeros, asi como la de cada una de sus distintas formas de

crecimiento (Seccion 1.1.2), un impacto adverso del cambio global sobre este grupo
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clave, comprometeria una gran variedad de procesos ecosistémicos (Hoegh-Guldberg et
al., 2007; Diaz-Pulido et al., 2012; Johnson & Carpenter, 2012).

El analisis de la respuesta de las algas coralinas frente a la acidificacion del
océano aunque en un principio habia sido concluyente (Kuftner et al., 2007; Jokiel et
al., 2008; Martin et al., 2008; Andersson et al., 2009), la tendencia actual indica que
existen respuestas contradictorias. Mientras que algunos estudios han reportado que la
acidificacion reduce el grosor y dureza de la pared celular (Ragazzola et al., 2012;
McCoy & Ragazzola, 2014) las tasas de calcificacion (Anthony et al., 2008; Semesi et
al., 2009; Gao & Zheng, 2010), fotosintesis (Anthony ef al., 2008; Gao & Zheng, 2010;
Martin et al., 2013) y crecimiento (Hofmann et al., 2012; Ragazzola et al., 2012),
algunos otros estudios no han encontrado un efecto claro sobre el metabolismo y
desempefio coralino (Martin & Gattuso, 2009; Semesi et al., 2009; Egilsdottir et al.,
2012; Hofmann et al., 2012; Noisette et al., 2013; Comeau et al., 2014; Johnson et al.,
2014). El analisis del efecto del estrés térmico sobre estas algas también ha generado
distintos resultados que van desde un efecto nulo (Martin & Gattuso, 2009; Martin et
al., 2013; Comeau et al., 2014)) hasta decrementos significativos en las tasas de
fotosintesis y calcificacion (Anthony et al., 2008). Algunos autores han concluido
ademas, que el estrés térmico es capaz de exacerbar el efecto negativo de la
acidificacion del océano en la calcificacion coralina (Anthony et al., 2008; Martin &
Gattuso, 2009; Martin et al., 2013). Mas aun, se ha documentado que el estrés térmico
puede ser un detonante de efectos deletéreos en las algas coralinas, y como resultado
una reduccién en la capacidad de inducir metamorfosis de larvas de coral, una
induccion de un blanqueamiento coralino y mortalidad de tejido en distintas especies de
algas incrustantes (Anthony et al., 2008; Martin & Gattuso, 2009; Webster et al., 2011).
Esta informacion ha sido interpretada como resultado de un componente especie-
dependiente importante en la sensibilidad de la respuesta de las algas coralinas al
cambio global.

El estrés luminico y la inhibicion de la fotosintesis son fundamentales en el
analisis de la respuesta disfuncional de las algas coralinas como respuesta frente a las
presiones ambientales, dadas las asociaciones metabdlicas entre la fotosintesis,
calcificacion y respiracion (Capitulo III) aunque, han recibido una minima atencion en
los andlisis experimentales de las respuestas de algas coralinas frente al cambio global.
Estudios recientes que han tratado de elucidar el efecto de la temperatura y pCO, sobre

el desempeno coralino, han provisto sin embargo, de evidencia importante de la
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dependencia de la calcificacion a la luz y fotosintesis. Por ejemplo, Comeau et al.
(2014) demostr6 que la irradiancia fue el uUnico pardmetro que impactd
significativamente las tasas de calcificacion del alga incrustante Hydrolithon reinboldii.
Asi mismo, el alga incrustante Lithophyllum cabiochae presenta una acoplamiento
linear entere las tasas maximas de calcificacion y fotosintesis (Martin et al. (2013).
Estas observaciones asi como la descripcion de una asociacion no linear entre la
fotosintesis y calcificacion y, la presencia de los requerimientos minimos para calcificar
(Capitulo III), son fundamentales para analizar la respuesta metabdlica coralina frente al
cambio global.

El objetivo principal de este capitulo fue contribuir al entendimiento de las
respuestas fisioloégicas de las algas coralinas frente a una reduccion de pH y un
incremento de temperatura, analizando los efectos directos y combinados de la
acidificacion del océano (pH 7.9) y un estrés térmico, +2°C por encima de MMM local
de verano, 30°C (Rodriguez-Martinez et al., 2010) sobre la fisiologia del talo coralino
de las tres especies previamente utilizadas. Para esto, se dio un énfasis particular al
analisis del estrés luminico sobre estas respuestas, utilizando informacion previa
(Capitulo IIT) para seleccionar los campos luminicos experimentales adecuados para las
especies de acuerdo a su fotobiologia particular. Ademas, se monitore6 la variacion
diurna de la irradiancia solar y el impacto causado en la eficiencia maxima fotoquimica
del fotosistema II (PSII). Las especies coralinas trabajadas representan soluciones
ecologicas y/o evolutivas distintas por lo que las distintas habilidades para responder al
cambio global pudieran esperarse. Especificamente, se determiné el efecto directo y
combinado de el pH y la temperatura sobre las tasas de fotosintesis y calcificacion
maxima (P Y Guayx) y sobre la respiracion post-iluminacion (R;), enfocandose en sus
acoplamientos y, en el rol del estrés luminico y la inhibicién de la fotosintesis en la
ruptura los mismos. La importancia de estas algas para el funcionamiento y
mantenimiento de los arrecifes de coral, hace imperativo entender y atribuir los efectos
del cambio climatico apropiadamente, que es necesario para proveer modelos
explicativos que permitan una prediccion correcta y con ello, generar politicas de
mitigacion y conservacion efectivas (Hoegh-Guldberg et al., 2007; Alvarez-Filip et al.,

2013; Iglesias-Prieto ef al., 2014).
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4.3. Resultados
4.3.1. Experimento de estrés térmico y reduccion de pH

4.3.1.1 Condiciones experimentales de luz y variables controladas

Los organismos experimentales fueron expuestos a variaciones solares diurnas en
tres regimenes luminicos distintos. En estas condiciones, durante 14 dias experimentales
(Agosto 18-31, 2013) la radiacion solar mostr6 una variaciéon minima a excepcion del dia
5, en donde se registro una disminucion de aproximadamente el 50% de la exposicion
solar, debido una nubosidad intensa. Los valores promedio en superficie mostraron picos
maximos de irradiancia de = 1700 pmol quanta m? s al medio dia local (13:00, Fig.
24a) asi como una exposicion de luz diaria integrada (mol quanta dia’ m?) de~35.2 +
7.4 mol quanta m” dia” (Fig. 24b). Los tres regimenes luminicos distintos utilizados en
este experimento fueron seleccionados para inducir una presion moderada de luz (estrés
luminico) de acuerdo la fotobiologia particular de cada especie y condiciones luminicas
de acuerdo a su habitat (Capitulo III, Curvas P-E, Fig. 16, Tabla VIII). Asi, por ejemplo,
los rodolitos colectados a una profundidad de 3 m presentaron, en comparacion del alga
articulada e incrustante, una fotobiologia de alta luz (Fig. 16, Tabla VIII). No obstante,
ain cuando el alga incrustante mostr6 caracteristicas de baja luz en experimentos previo
al utilizar condiciones similares a su habitat (37% de irradiancia superficial, Es, con un
K; 0.198 m™ (ver Materiales y métodos) esta alga mostr6 un blanqueamiento y
mortalidad masiva del 100% después de un dia de exponer los organismo experimentales
a estas condiciones. Esto, de acuerdo a su habitat particular y requerimientos luminicos,
nos forzo a utilizar condiciones mucho més bajas de luz (=<2% Es) en dénde no existieron
cambios notorios o sintomas de blanqueamiento. Las condiciones Optimas de luz asi
como la induccidon de una presion similar de ésta, fueron similares entre los morfotipos,
lo que se confirmd al observar una variacion minima del F,/F, en los organismos
experimentales control (Fig. 25). Reducciones en este parametro, reflejan una
acumulacion de fotosistemas Il fotoinactivados debido a un fotodafo, mientras que una
recuperacion del F,/F, indica una reparacion del PSII exitosa. Al finalizar el
experimento, los valores promedio correspondientes a las condiciones experimentales por
morfotipo de acuerdo a las observaciones iniciales fueron de 16.4 + 0.91, 12.3 + 0.68 y
0.35 + 0.01 mol quanta m? d”', para los rodolitos, algas articuladas e incrustantes

respectivamente.
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Las variables controladas (temperatura y pH) mostraron una minima variacion
durante los dias experimentales lo que demuestra una alta calidad en el sistema de
mesocosmos utilizado (Tabla XIV). Los parametros quimicos derivados del sistema
CO»-carbonatos se muestran en la Tabla XIV, en donde es posible observar la variacion
minima en todos los tratamientos de la alcalinidad total del agua de mar (2304-2317
umol kg) y como el pH y no la temperatura, modifico los parametros restantes del

sistema ([CO3 2], Q, pCO,, y [TCO,]).

Tabla XIV. Sistema CQO,-carbonatos del experimento de estrés térmico y reduccion pH.

Temperatura y pH n=7, pardmetros restantes n=14.

Temperatura Alcalinidad total PCO, TCO, COs
pHups Q cal
®) (TA, pmol kg™ (natm) (umol kg') (wmol kg™

pHamb +30°C 29.98+0.07 8.12+0.004 2333.3+£8.9 488.1+7.1 2029.2+£9.7 532+0.03 2188+14

pHbajo+30°C  30+0.04  7.89+0.001 2315+13.1 902.4+7.8 21333 =+13.1 345=0.01 141.9+0.6
pH amb +32°C  31.95+0.06 8.18+0.01 2317+ 17.8 4152 +16.9 1962.8 =23 6.12+0.07 2509=+3
pH bajo+32°C  32+0.03 7.9 £0.0004 2304.5+£17.8 895+7.1 2109.2+16.8 3.66+0.02 150.1+1.2

4.3.1.2 Fluorescencia de la clorofila, pigmentacion y tasas metabolicas.

La variacion del F,/F;, durante el experimento fue minima en el tratamiento
control en los organismos experimentales de las tres especies estudiadas (Fig. 25), lo
que confirma que los regimenes luminicos seleccionados indujeron una presion similar
sobre el aparato fotosintético de las especies. También se observé un declive inicial del
F./Fp, hasta el dia tres, que fue de magnitud similar para los morfotipos (=15%), seguido
de una recuperacion completa o parcial del F,/F,, para el dia 5-6 (Fig. 25) para los tres

morfotipos, cuando se registro la exposicion minima del experimento. Estas
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observaciones indican 1) la estrecha dependencia de la variacion solar diurna sobre el
F\/Fy, ; ii) que el estrés luminico inducido en cada tratamiento luminico experimental
fue moderado y similar para cada especie y iii) la habilidad para fotoaclimatarse y
manejar el estrés luminico experimental en los organismos control de las tres especies.
Al finalizar el experimento, los organismos experimentales control, no mostraron
cambios significativos en el F,/F,, pero si existieron reducciones significativas en este
parametro y en el contenido de pigmentos en los organismos expuestos a estrés térmico
de 32°C (ANOVA dos vias P< 0.05, Fig. 25, ANEXO C, Seccion 6.3), indicando que en
estas condiciones existido una acumulacion de fotodafo. Al finalizar el experimento, la
mayor acumulacion de fotodafio se observo en el alga articulada e incrustante, A.
tribulus y Lithothamnion sp. respectivamente y en menor medida para el rodolito
Neogoniolithon sp. (Fig. 25). Se contabilizaron perdidas de =45, 30 y 20% del valor
inicial del F,/F, (dia 10) en funcion del control para algas articuladas, incrustantes y
rodolitos respectivamente. Bajo estas mismas condiciones (estrés térmico), también se
observaron reducciones significativas en las secciones transversales de pigmentos
totales y clorofila a, principalmente en algas articuladas e incrustantes (ANOVA 1 via,
Tukey post hoc, P<0.05, Tabla XV, Fig. 26). Informacién adicional se encuentra en el
ANEXO C, Seccion 6.3. Las tasas metabolicas de los organismos control al finalizar el
periodo experimental no mostraron cambios significativos con respecto a las estimadas
al inicio del mismo, confirmando un minimo efecto-tanque en la fisiologia coralina
(ANEXO C, Seccion 6.3). Sin embargo, si ocurrieron cambios significativos entre
tratamientos experimentales y morfotipos (Tabla XVI). El estrés térmico tuvo un efecto
significativo sobre la P, y R, de los tres morfotipos (ANOVA dos vias, P<0.05, Fig.
27, Tabla XVI). Se estimaron reducciones relativas al control del 40% para rodolitos y
entre el 60-70% para las algas articuladas e incrustantes (Tukey HSD, P<0.05; (Fig.
27a,b). No se observo ningun efecto del pH en la P, y R, pero esta reduccion de pH si
ocasiond reducciones significativas en las tasas de calcificacion (Gy,y): se observo un
remanente cercano al 50% del control para rodolitos y algas incrustantes y hasta un
tercid del mismo para las algas articuladas (Fig. 27c). Asimismo, el estrés térmico causé
reducciones similares en los rodolitos (50% del control) pero una inhibicion total de la
actividad de calcificacion en las algas incrustantes y tasas de descalcificacion
significativas en el alga articulada (Fig. 27c). El efecto combinado (pH + 32°C) sobre
Puae y R no mostrd ningiin efecto estadisticamente interactivo (ANOVA dos vias

P>0.05, Tabla XVI), pero si mostrd reducciones relativas al control similares a las
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observadas bajo estrés térmico (Fig. 27a,b). Este mismo tratamiento (pH + 32°C) tuvo

un efecto aditivo pero no interactivo (P>0,05 ANOVA dos vias, Tabla XVI), sobre la

Guax, por lo que el efecto final fue un cese de la actividad de calcificacion en rodolitos,

pero altas tasas de descalcificacion en las algas incrustantes y articuladas, que fueron

significativamente distintas al control (Tukey HSD, P<0.05). Para todos los casos

(morfotipos y tratamientos) la PRy

significativa (Fig. 27d).

Exposicion de luz

Eficiencia fotoquimica méaxima (F /F )

30

S_M&Wﬁ?:&ezoﬁho_

- (%4)—0—(\ T ]

(@

O

(b)

Dia Experimental

permanecid constante y sin variacion

Figura 25. Exposicion de luz y eficiencia
fotoquimica maxima (F,/F,,) del PSII durante
el experimento de estrés térmico y reduccion
de pH.

(a) Exposicion de luz durante las condiciones
experimentales por morfotipo; variacion de la
eficiencia fotoquimica maxima en rodolitos (b);
algas articuladas (c¢) y algas incrustantes (d).
Color de los simbolos en (a): rosa rodolitos,
morado algas articuladas

y gris algas

incrustantes. Simbolos en paneles b, ¢ y d:
circulos, tratamiento control (pH ambiente +
30°C); cuadros

gris: pH 7.9 + 30°C, negro: pH ambiente + 32°C;

tratamientos experimentales:

blanco: pH 7.9 + 32°C. Las lineas punteadas al
inicio del experimento en cada morfotipo
representan la condiciéon de F,/F,, anterior al
inicio de cada tratamiento experimental. Las
barras negras horizontales en la parte inferior
indican el inicio y finalizacion de cada condicion
experimental (ver métodos para detalles). Los
colores de fondo en cada grafico representan los
colores de cada morfotipos: rosa rodolitos,
morado algas articuladas

y gris algas

incrustantes.
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Tabla XV. Pigmentos fotosintéticos de las algas coralinas expuestas por 10 dias a las distintas
condiciones experimentales de estrés térmico y reduccion de pH.

Clorofila a y antena (ficoeritrina +ficocianina + aloficocianina) en mg pigmento m” Los datos para el
tratamiento de pH bajo, pH + 30°C se perdieron debido aun fallo en los refrigeradores durante los
experimentos. Los datos representan la media +SE de 6-8 muestras independientes. Las distintas letras
indican diferencias significativas entre tratamientos, ANOVA 1 via Tukey HSD, P<0.05 (ver también

ANEXO C).

pH amb. + pH bajo + pH amb. + pH bajo +
30°C 30°C 32°C 32°C
Chl a

Rodolitos 20.8+£2.2 19.3£ 1.6 15.5¢ 1.7 15.1£ 1.6
Articuladas 72.9+5.3% 76+ 5.3 31.6+3.6° '55+2.1°
Incrustantes 88.6+9.4" ND 55.6+4° 63.1+10.6°

Antena

Rodolitos 81.9£5.8 81.5+6.7 67.2+10.9 73.5£5.1
Articuladas 492.6+36.7°  495.9+22.1°  319.3+30.5°  394.6+ 19.4°
Incrustantes 674.1£92.9° ND 348.8+46.3°  432.9+60.7°

Rodolitos Articuladas Incristantes
pH amb + 30°C

pH bajo + 32°C

Figura 26. Cambios en la coloraciéon (pigmentacion) de las algas coralinas al finalizar el

experimento de estrés térmico y reduccion de pH .
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Tabla XVI. Resultados del analisis ANOVA dos via para determinar los efectos principales e

interactivos durante el experimento de estrés térmico y reduccion de pH.

Rodolitos Articuladas Incrustantes
df MS  F P df MS F P df  MS F P
Fuente de
variacion
Prax
pH 1 0564 33 0.08 1 0255 1.75 0.199 1 <0.001 0.001 0.981
Temp. 1 5319 315 <0.05% 1 6298 4344 <0.05% 1 0.603  83.01 <0.05*
pH*temp. 1 0254 1.5 0232 1 0.001 0.009 0.926 25 0.003 0.428 0.519
Error 24 0.168 21 0.145 0.007
RL
pH 1 0.07 1.80 0.192 1 0.012 0.677 0.419 1 0.005  1.522  0.229
Temp. 1 1173 3039 <0.05%* 1 1478 8427 <0.05*% 1 0.112  36.563 <0.05*
pH*temp. 1 0.005 0.13 0.72 1 0028 1.619 0.216 1 <0.001 0.023  0.882
Error 24 0.039 21 0.018 25 0.003
G
pH 1 0308 19.1 <0.05 1 0.074 29.6 <0.05% 1 0.029 18.235 <0.05*
Temp. I 059 366 <0.05 1 1207 483.14 <0.05*% 1 0.111  69.57 <0.05*
pH*temp. 1 0.001 005 0.816 1 0.080 3558 <0.05% 1 <0.001 0.074  0.788
Error 16 0.016 22 0.002 23 0.002
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Figura 27. Respuesta del metabolismo coralino a los tratamientos experimentales al finalizar el
experimento de estrés térmico y reduccion de pH.

(a) cambios relativos en la tasa fotosintesis maxima (P,,,); (b) cambios relativos en la tasa respiracion
post-iluminaciéon (R;); (c) cambios relativos en la tasa de calcificacion maxima (G,,,); (d) cambios en la
razén P, :R;. Los asteriscos representan diferencias significativas con respecto al control y las letras,
diferencias significativas entre morfotipos (ANOVA 1 via P<0.05, HSD, Tukey post hoc P< 0.05). Los
colores de las barras representan a los diferentes morfotipos: rosa rodolitos, morado alga articulada y gris

algas incrustantes.

4.4. Discusion

Los resultados de este estudio experimental mostraron efectos significativos del
estrés térmico y reduccion del pH sobre la fisiologia coralina, pero también diferencias
profundas en el grado impacto fisioldgico de estos estresores sobre las especies
examinadas. El aumento de temperatura causdé una acumulacion progresiva de un
fotodafio en las tres algas coralinas estudiadas, que se expres6 como una reduccidon
continua del Fy/Fyv durante el experimento. Esta acumulacién de fotodafio no se
observo en los tratamientos control, indicando que las condiciones luminicas
experimentales fueron dptimas y las tres especies estaban aclimatadas adecuadamente a
estas condiciones luminicas (Fig. 25). Después de la exposicion al estrés térmico
(32°C), ocurrieron perdidas significativas en las tasas de fotosintesis maxima y

calcificacion del talo de las algas coralinas y, que en conjunto con el acrecentamiento
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del fotodafio observado, fueron particularmente pronunciadas para el alga articulada
Amphiroa tribulus (Fig. 27). Estos resultados indican que el fotodafio inducido por la
luz, es exacerbado bajo estrés térmico en las tres especies de algas coralinas estudiadas,
a pesar de su fotobiologia contrastante, condiciéon fotoaclimatativa y/o forma de
crecimiento. Estos hallazgos por tanto, destacan el papel central del estrés luminico para
determinar el grado de impacto del estrés térmico en el desempeiio coralino. Esto es
consistente con resultados ya documentados para algas incrustantes (Webster et al.,
2011) y revelan una respuesta similar de las algas coralinas a la ya documentada para
corales escleractineos (Iglesias-Prieto et al., 1992; Iglesias-Prieto, 1997; Jones et al.,
1998; Warner et al., 1999).

La minima atenciéon que se le ha dado al estrés luminico en el andlisis de la
respuesta de las algas coralinas frente al incremento de temperatura y acidificacion del
océano, puede explicar resultados contrastantes y conclusiones documentadas
previamente (e.g., Anthony et al., 2008; Egilsdottir et al., 2012; Martin et al., 2013;
Noisette et al., 2013). Por ejemplo, la falta de impacto del estrés térmico sobre la
fotosintesis neta del alga incrustante de aguas profundas L. cabiochae, documentado por
Martin et al. (2013), pudo ser el resultado de los niveles de luz minimos, que fueron
insuficientes para generar estrés luminico utilizados al simular las condiciones naturales
de esta especie en su aproximacion experimental. En contraste, la fuerte reduccion de
las tasas de fotosintesis neta bajo condiciones de estrés térmico reportadas para el alga
incrustante Porolithon onkodes de alta luz por Anthony et al. (2008), pudieron haber
sido resultado el resultado de una iluminacion excesiva en dichas condiciones
experimentales, induciendo un estrés luminico severo en los organismos
experimentales. Estos Ultimos autores sin embargo, atribuyeron a la acidificacion del
océano la capacidad de desencadenar un blanqueamiento de coral y coralino, lo que ha
dado sustento a la nocion de que la acidificacion del océano es una amenaza mayor en
comparacion al estrés térmico en ambos grupos de organismos (Veron et al., 2009;
Anthony et al., 2011). Este estudio no respalda esta interpretacion, ya que se observo un
impacto minimo de la reduccion del pH en los descriptores fotosintéticos (Fv/Fu, Puax, ¥
pigmentacion, Figs. 25.-27) bajo los niveles moderados de estrés luminico empleados.
Ademas, el impacto directo del pH sobre las tasas de calcificacion del talo (Gmax) fue
menor que el causado por efecto de la temperatura, en especifico, para aquellas especies
mas sensibles al estrés luminico, las cuales mostraron también las reducciones mas

fuertes en las tasas fotosintéticas (Fig. 27).
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El rodolito Neogoniolithon sp. fue la especie que mostrd una respuesta mas
robusta frente al estrés térmico y luminico, mientras que el alga articulada e incrustante,
fueron particularmente sensibles. En la caracterizacion fisioldgica realizada, el rodolito
estudiado mostré una condicion o adaptacion de alta luz (Capitulo III), a diferencia del
alga incrustante Lithothamnion sp., que presentd caracteristicas fisioldgicas de un alga
adaptada condiciones luminica muy bajas, que se reflejaron principalmente por los
niveles tan bajos de irradiancia requeridos para inducir una presion de excitacion similar
en las membranas fotosintéticas (Fig. 25). Esta misma caracterizacion indicé que el
habitat natural de las especies puede explicar la fisiologias fotosintéticas contrastantes
entre las especies y sugiere que el rodolito Neogonionithon sp. debe de tener
mecanismos de fotoproteccion eficientes para contrarrestar el estrés luminico. Lo
anterior en contraste a la minima capacidad de, por ejemplo, especies
adaptadas/aclimatadas a baja luz como el alga incrustante Lithothambion sp. Esto
ultimo se confirmd cuando esta misma alga incrustante presentd un blanqueamiento
intensivo y posterior mortalidad cuando organismos experimentales fueron expuestos a
condiciones similares de luz a las encontradas en su habitat natural a 5-6 m (30-37% de
la irradiancia superficial, Es). Esta fotoadaptacion, por lo tanto, forz6 a que las
condiciones experimentales para esta especie fueran extremadamente reducidas (2%
Es). La alta sensibilidad observada para el alga articulada al estrés térmico, por otro
lado, no responde necesariamente a su fisiologia de baja luz (Capitulo III), ya que esta
especie requirié de niveles de luz solo un poco menores que los requeridos para el
rodolito para mantener una condicion fotosintética Optima en los tratamientos control
(Figs. 25 y Fig. 27). Por lo tanto, los incrementos en el estrés luminico por efecto de las
altas temperaturas y la habilidad diferencial de las especies para hacer frente al mismo,
pueden explicar la alta acumulacion de fotodafio y las perdidas notorias de actividad
fotosintética y de calcificacion observadas en Amphiroa tribulus bajo estrés térmico
(Fig. 27). Estas caracteristicas probablemente tengan un papel fundamental para
explicar el componente especie-dependiente ya documentado para algas coralinas al
evaluar el efecto del estrés térmico sobre su desempeno (Anthony et al., 2008; Martin &
Gattuso, 2009; Webster et al., 2011; Johnson & Carpenter, 2012; Martin et al., 2013;
Comeau et al., 2014).

En el capitulo anterior se realizd una caracterizacion fisioldgica de las algas
coralinas a la temperatura, en la que se encontraron umbrales térmicos especificos para

cada especie y ademas, se determind el factor de escala (Qjo) para cada especie y cada
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tasa metabolica (Fig. 23 y Tabla XIII). Esta informacion es capaz de explicar
parcialmente el declive de las tasas fotosintéticas a 32°C que mostraron las tres especies
estudiadas después 10 dias de exposicion al estrés térmico, asi como también al
incremento en la acumulacion del fotodano observado. No obstante, estos mismos
umbrales térmicos no son capaces de explicar las reducciones observadas en las tasas
respiratorias y/o de calcificacion en el mismo experimento, particularmente en los
rodolitos y el alga articulada, ya que éstas mismas tasas metabdlicas no fueron afectadas
al utilizar la misma temperatura en dicha caracterizacion fisiologica (Capitulo III). Esto
indica que las reducciones metabolicas encontradas en el experimento de estrés térmico
(Fig. 27) para estas especies no son exclusivamente un resultado del efecto directo de la
temperatura sobre una tasa metabolica en particular, si no también, de respuestas
indirectas asociadas a la fuerte reduccion de las tasas fotosintéticas. Un balance de
carbono negativo compromete la supervivencia de los organismos, por lo que reajustes
metabolicos para modificar condiciones suboptimas (Ppax : Ry <1) explicarian también
estas respuestas. Aunado a esto, periodos prolongados de hipoxia en los talos pudieran
limitar la respiracion aerdbica. Por lo tanto, la reduccion observada en las tasas
respiratorias puede ser también una respuesta del alga para minimizar la magnitud de las
perdidas de carbono y/o el impacto de la hipoxia consecuencia del declive significativo
de la produccion fotosintética. Estas respuestas a nivel del tejido/talo puede ser andloga
a la respuesta de adelgazamiento (self-thinning) observada en los doseles de plantas
terrestres en condiciones suboptimas (White, 1977).

El origen de la variacion significativa encontrada sobre las tasas de calcificacion
es sin embargo, menos clara, aunque las perdidas observadas sobre éstas tasas son
similares a lo encontrado para otras especies de algas coralinas en condiciones similares
(p. ¢j. Gao & Zheng, 2010; Diaz-Pulido et al., 2012; Johnson & Carpenter, 2012). Los
cambios observados pueden ser resultado de un impacto directo de los tratamientos
experimentales sobre la fotosintesis, aunque otros procesos celulares no necesariamente
relacionados a la actividad fotosintética pudieron también verse afectados. La
calcificacion es un proceso que demanda energia y es la fotosintesis la que provee de
materia prima para la generacion de los esqueletos coralinos, por lo que la calcificacion
responde también a las variaciones en las tasas de fotosintesis. Asimismo, la respiracion
mitocondrial es una fuente alternativa de energia que puede sustentar la calcificacion
coralina, que requiere de oxigeno y los sustratos liberados durante la fotosintesis (Fig.

20). Asi la fotosintesis estimula ambos, la calcificacion y la respiracion, y puede en un
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momento dado utilizar el CO, liberado durante la respiracion. Estas evidencias en
conjunto a lo generado en el capitulo anterior, indican que las tres tasas metabodlicas
estudiadas estan acopladas y, que es necesario que varien de una manera coordinada en
respuesta a los cambios ambientales. De acuerdo al modelo establecido en la
caracterizacion fisiologica previa (Capitulo III) existe un MPR que necesita ser
superado generar una calcificacion neta. En este sentido, los MPR calculados ayudaron
a entender el impacto diferencial observado en las tres especies de algas coralinas,
después exponerlas a temperaturas elevadas; después de 10 dias en estas condiciones las
tasas fotosintéticas fueron i) cercanas, pero por encima de a su MPR en los rodolitos; ii)
igual a su MPR en algas incrustantes y iii) por debajo sus MPR para el alga articulada
(Tabla XI, Fig. 28). Esto explicaria las reducciones encontradas sobre las tasas de

calcificacion (Fig. 27).
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De tal modo que, la caracterizacién fisiologica descrita previamente, y en
especifico, la referida a los acoplamientos metabdlicos entre la fotosintesis y
calcificacion, provee un modelo cuantitativo capaz de explicar el grado impacto que el
estrés térmico tiene sobre la calcificacion coralina, basado en la estimacion del impacto
sobre la fotosintesis. Este modelo permitiria ademas estimar la magnitud de las perdidas
de carbonato a través de la descripcion de la variacion en la actividad de
descalcificacion (Fig. 19). Este modelo sin embargo, todavia no considera el efecto
fisiologico directo del pH sobre la calcificacion coralina ni ningin otro efecto de la

acidificacion del océano en los acoplamientos de las tres tasas metabolicas. Un
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entendimiento mas a fondo de las asociaciones mecanisticas ya establecidas entre la
fotosintesis, respiracion y calcificacion algal mejoraria considerablemente la
interpretacion de las observaciones experimentales y naturales que el cambio global
tiene sobre estas algas.

Con la informacion generada en este estudio se puede concluir que la
vulnerabilidad de las algas coralinas al cambio global esta relacionada primariamente a
la alta sensibilidad que presentan al estrés luminico bajo condiciones de temperaturas
altas y, al efecto directo adverso y moderado que la reduccion del pH tiene sobre su
calcificacion. Esta evidencia sustenta conclusiones previas que afirman que la
acidificacion del océano puede exacerbar los efectos negativos del cambio climatico
sobre muchos organismos marinos (Kroeker er al., 2013). Dada la significancia
ecoldgica de las algas coralinas en muchos ecosistemas costeros, el impacto del cambio
global sobre estas comunidades afectard a una gran diversidad de procesos asociados.
Sin embargo, mas caracterizaciones fisioldgicas adicionales de especies clave siguen
siendo necesarias para evaluar el grado de impacto del cambio global en distintas
comunidades coralinas. Estas caracterizaciones permitiran el desarrollo de un modelo
fisiologico comun para el entendimiento del impacto del calentamiento global y
acidificacion del océano en muchas comunidades marinas. Las respuestas especie-
dependientes son consideradas actualmente una limitacion importante para el
entendimiento del impacto del calentamiento global y la acidificacion del océano en las
comunidades marinas. Lo anterior ha llevado a la conclusion de que las tUnicas
herramientas efectivas para identificar patrones y tendencias generales en dichas
respuestas, son los meta-analisis y los experimentos a largo plazo (meses-afios). A pesar
de que en este estudio se reconoce la utilidad de estas aproximaciones creemos que
unicamente, a través del entendimiento de los procesos que son afectados por cada
variable ambiental se puede permitir la integracion de las distintas observaciones
naturales y de campo en un modelo explicativo en comln. Nuestro estudio y
aproximacion provee un primer modelo cuantitativo para las algas coralinas en el
entendimiento del cambio global, aunque se necesita incorporar todavia el efecto directo
de la reduccion de pH sobra la calcificacion algal. Més investigaciones y posterior
informacion generada sigue siendo necesaria para elucidar el/los mecanismo(s) y/o
proceso(s) que pueden ser afectados en la fisiologia coralina como resultado de una
reduccion de pH. Atn asi, nuestros resultados estan en desacuerdo con la atribucion de

que la acidificacion del océano es un detonante para el blanqueamiento coralinos, y con
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la idea de que la acidificacion del océano representa una amenaza mayor para las algas
coralinas en comparacion al estrés térmico. Si, sin embargo, nuestro estudio destaca la
extraordinaria fragilidad de las comunidades coralinas en ambientes altamente
iluminados como los arrecifes coralinos. Los efectos adversos reportados en este estudio
pueden tener consecuencias profundas y muy negativas en estos ecosistemas, ya que
pueden comprometer la contribucion de las algas coralinas a los balances de carbonos,
la cementacion arrecifal, el reclutamiento de coral y finalmente, el mantenimiento de la

biodiversidad.
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Capitulo 5: Discusion general y conclusiones

La abundancia y permanencia de cada una de las especies de una comunidad a lo
largo del tiempo depende: 1) de su capacidad competitiva para utilizar los recursos
disponibles; i1) de la eficiencia con la que los utilizan para construir su propia estructura
y iii) de la capacidad de la fisiologia de cada especie para responder exitosamente y
tolerar diferentes perturbaciones ambientales (p. ej. Littler & Littler, 1980, 1984a;
Kubler & Davison, 1993; Dudgeon et al., 1995; Davison & Pearson, 1996; Hanelt et al.,
1997). En este estudio se pudieron determinar y, sobre todo, cuantificar habilidades
competitivas diferenciales en tres especies de algas coralinas que representan las tres
formas de crecimiento que las caracterizan, rodolitos, morfotipo incrustante y morfotipo
articulado. Se encontraron asociadas a cada morfotipo habilidades competitivas muy
contrastantes, en especial con respecto a la eficiencia con la que colectan y usan la luz
que tienen implicaciones muy relevantes para entender su segregacion de nicho, lo que
ha de ser considerado cuando se estd tratando de describir la expresion de las
caracteristicas particulares de cada especie (p. €j., Vermaat & Sand-Jensen, 1987; Paine,
1990; Ramus, 1990; Huisman et al., 1999; Cayabyab & Enriquez, 2007). Este estudio
fue abordado especificamente en el contexto de cambio climatico, con el fin de
determinar una base morfo-funcional comun en las algas coralinas, que pudiera explicar
para este grupo el compromiso evolutivo general (trade-off) entre robustez y fragilidad
indicado previamente por Kitano (2002, 2007). “Apostar” por ser robusto permitiria una
mayor dominancia y competitividad en la comunidad a largo plazo, en otras palabras,
una apuesta por el tiempo, pero implicaria una pérdida de “eficiencia”, pues los
organismos requeririan construir estructuras mas costosas y con mayor capacidad de
regulacion. Un disefio eficiente, por otro lado, permitiria construir estructuras mas
“baratas” pero también mas fragiles, por lo que experimentarian mayor mortalidad
frente al disturbio, pero también capaces de una rapida recuperacion después de que éste
cese (Kitano, 2002, 2004). Por ejemplo, la simbiosis se considera un sistema robusto ya
que incrementa la capacidad adaptativa de la asociacion hospedero y simbionte: un
coral simbiotico tendria una capacidad de respuesta mayor que sus contrapartes en el
ambiente oligotrofico arrecifal y se potenciaria su presencia y abundancia en este nicho
(Iglesias-Prieto & Trench, 1997; Iglesias-Prieto et al., 2004).

El esqueleto de CaCO; les confiere a las algas coralinas ciertas habilidades

competitivas que las hace mas robustas frente a la herbivora y la fuerte abrasion del
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movimiento de agua. Estas habilidades contribuyeron a que se diversificara su nicho,
por lo que las encontramos formando estructuras incrustantes simples, resistentes a la
herbivora pero oportunistas, y formas masivas de gran resistencia al impacto de agua. El
estilo de vida libre (rodolitos) permite colonizar ambientes de menor energia, y la
aparicion de geniculas permitio una mayor flexibilidad del talo, sin perder dureza, y una
mayor capacidad de formar doseles e incrementar la productividad en diferentes
ambientes (Borowitzka, 1982; Algarra & Niell, 1987; Cabioch, 1988; Bailey &
Chapman, 1998; Martone, 2006; Steneck & Martone, 2007; Aguirre et al., 2010; Denny
et al., 2013). El esqueleto de CaCO; sin embargo también debe ser visto como un
disefio bioldgico resultado de un esfuerzo metabolico que ademas, presenta estructura y
organizacion funcional. En este estudio demostramos también por primera vez, que éste
esqueleto de las algas coralinas también juega un papel muy importante en la
determinacion de las propiedades de absorcion de luz de este grupo. Aunque las tres
especies estudiadas producen un esqueleto de calcita enriquecida en magnesio, es el
rodolito Neogoniolithon sp., la especie que construye talos de mayor masa especifica
(TMA), de mayor grosor y la que presenta una mayor capacidad y eficiencia de
absorcion de luz de los pigmentos fotosintéticos (A y a*piem). Estas caracteristicas le
darian mayor robustez a este morfotipo en condiciones de limitacion por nutrientes
(oligotroficas) y no muy alto hidrodinamismo (Fig. 27). Por otro lado, en condiciones
de alta iluminacion como es la somera laguna arrecifal de Puerto Morelos, la especie
examinada debe estar caracterizada también por una alta capacidad de fotoproteccion y
de fotoaclimatacion a cambios rapidos y drasticos de las condiciones luminicas, segin
“ruede” y cambie de posicion en la laguna. Por ello, una rapida respuesta a cambios en
el campo luminico que incluye re-ajustes metabolicos bajo condiciones de estrés
luminico y térmico, permitiria a esta especie minimizar la inhibicion fotosintética y
maximizar la produccion. En este estudio, pudimos demostrar la mayor robustez de este
morfotipo al incremento del estrés térmico y luminico, pues fue capaz de mantener un
desempefio fotosintético minimo, sub-Optimo pero funcional, durante y después del
estrés experimental que se le aplicd, manteniendo sus tasas fotosintéticas por encima de
los MPR, y, por tanto, manteniendo también su capacidad de calcificar (Fig. 27, 29). Al
ser la especie/morfotipo mas eficiente para absorber la luz solar de las tres analizadas,
los recursos disponibles podrian ser canalizados a otros procesos permitiéndole, por
ejemplo, incrementar su capacidad de regular el estrés oxidativo y neutralizar las

especies reactivas de oxigeno acumuladas por el fotodano (Latham, 2008; Lesser,
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2011). Por lo tanto, podriamos concluir que incrementar el tamafo del talo y la TMA
permitiria no s6lo ser mas robusto estructuralmente, sino mejorar la a*,;,m € incrementar
asi la habilidad de la especie para optimizar el uso de los recursos disponibles. Los
rodolitos podrian basar su mayor robustez en las condiciones oligotroficas de areas
tropicales someras, en esta relacion morfo-funcional TMA y a*,im, pero no se puede
descartar la contribucién de una fisiologia fotosintética especializada de alta luz, con
alta capacidad de fotoproteccion y de reparacion, que deber ser analizada en el futuro.
Nuestros resultados indican que la busqueda de patrones y tendencias universales en el
entendimiento de las comunidades marinas puede aportar informacion muy util para
generar nuevas hipotesis de trabajo para entender como se organizan y desorganizan las
comunidades vegetales, segin varien las caracteristicas morfo-funcionales de las
especies dominantes, en funcion de los cambios ambientales. Nuevos estudios o re-
evaluaciones de modelos ya desarrollados anteriormente como el de los grupos
funcionales (Littler & Littler, 1980) y el Top-down vs. Bottom-up (Littler & Littler,
1984b) siguen siendo necesarios, pero es esencial el uso de descriptores cuantitativos
funcionales y morfologicos para incrementar la significancia bioldgica de dichos
modelos. Ademads, contar con descriptores universales cuantitativos, tanto funcionales
como morfologicos, permite robustecer significativamente los modelos explicativos,
incrementar su significancia bioldgica y extenderlos para comprobar su utilidad, en un
grupo muy diverso de organismos.

A pesar de la robustez mostrada por el rodolito, este estudio también puso en
evidencia que las algas coralinas son muy sensibles al estrés térmico, ya que se
incrementa fuertemente el dafo por luz, de forma similar a lo que ocurre con los corales
escleractineos (Warner et al., 1999; Fitt et al., 2001). Esta fuerte acumulacion de
fotodafio en Symbiodinium durante los eventos de estrés térmico, es lo que explica el
blanqueamiento de coral (Jones et al., 1998; Hoegh-Guldberg, 1999) y también el
blanqueamiento de las algas coralinas (cf. Anthony et al, 2008; Latham, 2008). El
blanqueamiento de coral implica una ruptura de la simbiosis y, por tanto, la pérdida de
su robustez funcional. El blanqueamiento o empalidecimiento de las algas coralinas es
debido a una pérdida excesiva de pigmentacion y, de acuerdo este estudio, también de
funcionalidad. La sensibilidad comun que se ha encontrado en ambos grupos al estrés
térmico y luminico, puede estar en relacion con sus particulares caracteristicas opticas,
en los dos casos relacionadas con el incremento del esparcimiento multiple generado

por el esqueleto de CaCOs3, lo que permite un incremento significativo de la capacidad y
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eficiencia de absorcion de luz de los pigmentos fotosintéticos. Mientras que en
condiciones Optimas este incremento permite mejorar la produccidon fotosintética del
talo, en condiciones suboptimas de alta luz, también se acentta el fotodafio y los niveles
de estrés oxidativo del talo (Enriquez et al., 2005). Por lo tanto, altas eficiencias de
absorcion de luz, a*pigm, e€xplican la robustez de las algas coralinas y de los corales
simbidticos en condiciones oligotréficas, pero también su mayor la sensibilidad al estrés
térmico y luminico.

El modelo morfo-funcional representado por la variacion del grosor, TMA del
talo y eficiencia de absorcion de luz sirvid, sumado a la descripcion de la fisiologia
coralina, sirvi6 para entender la segregacion de nicho observada para los tres morfotipos
estudiados y que potencialmente puede extenderse a otras especies representadas por
morfotipos similares (Fig. 29). Este andlisis puede concluir que las algas incrustantes
tendrian el desempefio menor de los tres morfotipos, pero homogéneo a lo largo de un
variado ambiente luminico, y su mayor abundancia seria explicable en los nichos donde
los otros morfotipos pierdan habilidad competitiva, por ejemplo, en los ambientes
arrecifales muy poco iluminados (alta profundidad, o huecos entre las colonias o restos
de esqueletos y organismos del arrecife). Esto seria complementado por la adaptacion a
alta limitacion por luz que Lithothamniopn sp. presenta para mantener balances de
carbono positivos y es consistente con la mayor abundancia reportada extensivamente
de muchas algas incrustantes similares en zonas profundas (ver Braga, 2011). Otras
especies de algas incrustantes con modificaciones en su estructura y fisiologia son
capaces de habitar en zonas de alto estrés luminico y fuerte oleaje como muchas en
crestas arrecifales (Littler, 1972, 1973c, b; Littler & Doty, 1975; Steneck, 1986; Dethier
et al., 1991; Steneck & Dethier, 1994; Chisholm, 2003). De modo que la menor
capacidad competitiva en general de algas las incrustantes las lleva a dominar donde las
demas especies no pueden competir con ellas. Las algas incrustantes son por tanto,
especialistas de baja luz o de alta luz, aunque es importante hacer notar que muchas de
estas especies crecen también como epifitas de numerosos sustratos inertes y vivos. De
acuerdo a este analisis los rodolitos que son exitosos en ambientes oligotroficos gracias
a la posibilidad de reducir los costos estructurales de sus sistemas colectores de luz
(>a*pigm) pero presentan un costo estructural del talo elevado (*TMA) que no los hace
competitivos frente al morfotipo incrustante, pero si los hace presentar un desempefio
mayor y un éxito en condiciones de mayor iluminacion (areas someras del arrecife) y

ausencia de sustrato estable (laguna). Presentan por ello una fisiologia adaptada a alta
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luz y la mayor produccion por unidad de area. La abundancia de muchos rodolitos
similares en zonas someras lagunares también soporta estas afirmaciones (Braga, 2011).
El morfotipo rodolito de (vida libre) sin embargo también presenta una gran
variabilidad morfo-estructural (Littler et al., 1991; Steller & Foster, 1995; Foster, 2001;
Littler & Littler, 2008) y también se ha desarrollado en limitacion de luz en zonas muy
profundas (morfologias muy diferentes a Neogoniolithon sp). Ambas plasticidades de
los rodolitos e incrustantes refuerzan e indican lo valioso de nuestro analisis morfo-
funcional ya que utiliza variables cuantitativas como la TMA y el grosor para describir
la variabilidad en la habilidad competitiva y no la categoria. Las algas articuladas por
otro lado tendrian un mayor desempefo en un nimero mucho mayor de ambientes de
moderada a baja iluminacidon siempre y cuando exista un sustrato disponible donde
fijarse, esto se refleja en que el grupo articulado en general tiene una distribucion a
nivel global mas cosmopolita que los demds grupos, pero menos plastico

estructuralmente hablando (Johansen, 1981).
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Figura 29. Diagrama idealizado de la segregacion de nicho y robustez de las algas coralinas

La segregacion de nicho y robustez de las algas coralinas se explica atendiendo a las diferentes
propiedades morfo-funcionales aqui determinadas como la masa especifica (TMA) y la eficiencia de
absorcion de luz de los pigmentos y biomasa (a*igm y a+m), descriptores que sumados a la descripcion de
la fisiologia fotosintética y de calcificacion, son capaces de explicar la robustez del rodolito. Se incluyen
un gradiente luminico y térmico para representar la funcionalidad de estas algas. Linea continua rosa,
rodolito Neogoniolithon sp., la linea continua gris, alga incrustante Lithothamnion sp. y la linea morada
continua alga articulada Amphiroa tribulus. Las lineas discontinuas corresponden a una potencial
extension de nicho. La linea discontinua gruesa en incrustantes ilustra comparativamente su desempefio

frente al estrés térmico.
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Este estudio también evidencid importantes diferencias entre especies de algas
coralinas en su sensibilidad para acumular fotodafio bajo condiciones de estrés térmico.
Muy probablemente estas diferencias estan relacionadas con la capacidad de
fotoproteccion y reparacion del fotodanio de cada especie. La variabilidad fisiologica en
la capacidad de fotoproteccion y sus implicaciones sobre la sensibilidad de la especie al
fotodafio también pueden explicar parte de las diferencias previamente reportadas en la
respuesta de las algas coralinas al estrés térmico que involucran tanto observaciones de
campo como experimentales. Por ejemplo, Foster et al. (1997) reportaron la presencia
frecuente de talos blanqueados de rodolitos en distintas localidades del Golfo de
California durante el verano, cuando la temperatura del agua alcanza sus valores
maximos. El blanqueamiento de organismos de especies de algas articuladas
intermareales y/o incrustantes tropicales, estd relacionado también con el estrés térmico
(Latham, 2008; Martin & Gattuso, 2009; Martone et al., 2010; Webster et al., 2011).
Observaciones personales de blanqueamiento en A4. tribulus y los rodolitos en las zonas
de colecta de la laguna arrecifal de Puerto Morelos coinciden con eventos prolongados
de estrés térmico (32-33°C, dos semanas) durante el verano. En contraste, sélo se
observo en este estudio una moderada sensibilidad de la calcificacion de las tres
especies de algas coralinas arrecifales investigadas, a la reduccion del pH. Este efecto,
aunque esperado, fue en términos generales, de menor magnitud que el que la
comunidad cientifica que estudia el efecto de la acidificacion del océano sobre los
ecosistemas marinos pronostica y asume como cierta. Estos resultados, por tanto,
contradicen el paradigma actual, que explica el alto componente especifico en la
sensibilidad de las algas coralinas al pH que se ha documentado en la literatura (McCoy
& Ragazzola, 2014; McCoy & Kamenos, 2015) como producto de: 1) variacion en el
grosor del epitelio no calcificado que “aisla” el tejido del medio circundante (Burdett et
al., 2012); 2) un desbalance energético en el tejido bajo estrés térmico, area poco
explorada (Hendriks et al., 2010) y 3) una variacion en la cantidad de Mg de los
esqueletos coralinos (Johansen, 1981; Borowitzka & Larkum, 1987; Kamenos et al.,
2009). De acuerdo a las consideraciones de Iglesias-Prieto et al. (2014) una 4*
explicacion puede afadirse, que involucraria atribuciones incorrectas a la reduccion del
pH, de las observaciones que se reportan, tanto experimentales como naturales. Asi, el
uso de condiciones experimentales sub-Optimas y el desconocimiento de los
mecanismos fisiologicos involucrados en la respuesta al estrés, conduce a

interpretaciones no siempre bien sustentadas de los resultados reportados. De este
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estudio se pude concluir que la sensibilidad de las algas coralinas al cambio climatico
estd mas determinada por el aumento de temperatura que por la acidificacion del
océano, y que el mecanismo que explica la mayor susceptibilidad de la temperatura es el
fuerte incremento del estrés luminico y el fotodafio durante el estrés térmico. Se
desconoce todavia el efecto directo del pH reducido sobre el proceso de calcificacion de
este grupo, aunque nuestros resultados permiten concluir que este efecto no involucra al
proceso de fotosintesis.

Las consecuencias ambientales de la susceptibilidad de las algas coralinas al
cambio climatico son multiples y se pueden analizar a diferentes escalas (p. ej., Webster
et al., 2011; Diaz-Pulido et al., 2012; Egilsdottir et al., 2012; Ragazzola et al., 2012;
Martin et al., 2013a; Ragazzola et al., 2013; McCoy & Ragazzola, 2014). Es muy
probable que el cambio global disminuya las tasas de crecimiento de estas especies, que
se encuentran practicamente en todos los ecosistemas marinos. Los efectos adversos
sobre sus tasas respiratorias y fotosintéticas pueden afectar la capacidad y la energia
para el mantenimiento celular, y, por lo tanto, incrementar su susceptibilidad frente a
otros factores de estrés. Pérdidas de calcificacion pueden provocar reducciones en la
densidad y grosor de la pared celular con o sin modificacion significativa de las tasas de
crecimiento (Ragazzola et al., 2012; Ragazzola et al., 2013; McCoy & Ragazzola,
2014) lo que tiene implicaciones bioldgicas muy importantes ya que se incrementa la
fragilidad de su estructura de soporte, su esqueleto de calcita, pero también para sus
propiedades Opticas y su capacidad de absorcion de luz. A nivel individuo, talos mas
delgados o de menor densidad son més susceptibles a la erosion fisica o biologica
(Johnson & Carpenter, 2012; Ragazzola ef al., 2012). En experimentos de mesocosmos
a largo plazo, los eventos de blanqueamiento del talo de algas coralinas reportados,
resultan en una grave pérdida de tejido funcional que tienen como consecuencia
mortalidades masivas de estas algas (Anthony et al, 2008; Martin & Gattuso, 2009;
Diaz-Pulido ef al., 2012; Martin et al., 2013b). A largo plazo, las implicaciones para los
ecosistemas marinos de esta pérdida de abundancia y funcionalidad masiva de algas
coralinas serian muy graves, con consecuencias importantes no so6lo para las
poblaciones de algas coralinas sino para todos los procesos en los que estas estan
implicadas en el ecosistema (p. €j., Johnson & Carpenter, 2012; Ragazzola et al., 2012;
McCoy & Ragazzola, 2014). Un primer impacto podria reflejarse en la dindmica y
composicion de especies, en donde se seleccionarian en principio las mas robustas al

estrés térmico y luminico y que tendria potencialmente graves consecuencias para los
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flujos de carbono del arrecife de coral (p. ej., Alvarez-Filip et al., 2013). Otros efectos
indirectos como pérdida de la capacidad de las algas incrustantes de induccion de la
metamorfosis de larvas de coral, o de producir el sustrato adecuado para su
asentamiento tendrian implicaciones muy importantes sobre la comunidad coralina y
condicionaria los posibles cambios de fase de su comunidad (Littler & Littler, 1984b;
Hoegh-Guldberg et al., 2007; Diaz-Pulido et al., 2009; Mumby, 2009; Webster et al.,
2011). La capacidad de este estudio para predecir los cambios que se van a producir en
la comunidad arrecifal de Puerto Morelos, es no obstante, muy limitada. De acuerdo a la
informacion disponible se sabe que el rodolito Negoniolithon sp. y el alga A. tribulus
presentan una cobertura de un 5% en este arrecife (Torres-Mejia, 1991). Datos similares
(7%) se han reportado para A. tribulus en Mahahual asi como una biomasa de 0.5g m™
(=9 cm™ de alga por m~ suelo) para Neogoniolithon sp. en Xahuayxol, ambos arrecifes
localizados en Quintana Roo (Ruiz-Zarate et al., 2000; Can-Moo, 2003). La
informacion acerca del alga incrustante sin embargo, es sdlo de presencia/ausencia
(Dreckmann et al., 1996; Collado-Vides et al., 1998) pero su habitat particular indica
que cualquier estimacion no exhaustiva pudiera subestimar su abundancia. Esta
informacion se puede complementar con la minima cobertura de algas coralinas
(posiblemente incrustantes) del 10% reportada por Jordan-Dahlgren & Rodriguez-
Martinez (2003) solo para la cresta arrecifal del arrecife de Puerto Morelos, aunque este
mismo autor reportd un incremento de hasta un 35% para Banco Chinchorro. La
presencia de especies mas competitivas en la pradera submarina de la laguna arrecifal y
comunidad coralina arrecifal como los pastos marinos 7. testudinum y Syringodium
filiforme y algas verdes calcificadoras de los géneros Halimeda y Udotea, y especies de
corales escleractineos como Montastrea cavernosa, Orbicella annularis, O. faveolata, y
Agaricia agaricites (Alvarez-Filip et al., 2013; Naumann et al., 2013; Enriquez &
Schubert, 2014) explicaria la pobre cobertura coralina de este grupo en el sistema
arrecifal. Esta informacion sin embargo no refleja la realidad y la exitosa diversificacion
de nicho de este grupo, ni tampoco su importancia. Las algas incrustantes tienen una
abundancia considerable y contribuyen fuertemente a la producciéon de carbonato en el
arrecife como epifitas del pasto marino 7. festudinum (Neumann & Land, 1975; Corlett
& Jones, 2007), aunque su presencia pasa a menudo desapercibida en la comunidad. En
zonas someras del Golfo de California los rodolitos forman mantos extensos (=1 Km
paralelos a la costa) que cubren 100% el sustrato disponible con densidades de =~11000

individuos m™ (Steller & Foster, 1995; Foster et al., 1997; Steller et al., 2003). En
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arrecifes de Panama y Brasil donde ocurren las mayores comunidades de rodolitos (20
902 km?), diversas especies cubren entre un 50-90% del piso submarino con densidades
desde 50 a 5000 individuos m™ (Littler et al., 1991; Amado-Filho et al., 2007; Bahia et
al., 2010; Amado Filho et al., 2012). El morfotipo incrustante, ademas de constituir una
importante comunidad epifita, en el Pacifico Oriental y zonas profundas del Caribe
cubre desde el 5 al 100% del sustrato (Littler, 1973c¢, b, a; Littler ef al., 1991; Perry &
Hepburn, 2008; Perry et al., 2008) o forman los “algal ridges”, que son crestas
arrecifales mono o multiespecificas con una amplia cobertura de estas algas coralinas
(90%) (Adey, 1998; Chisholm, 2000, 2003; Steneck et al., 2003). Las algas articuladas
tienen una distribucion universal. Su presencia es mas significativa en ecosistemas
templados como en zonas costeras del Pacifico de Norte América y el Mar
Mediterraneo (Johansen, 1981; Abbott & Hollenberg, 1992; Canals & Ballesteros,
1997). En este tltimo por ejemplo, se han estimado biomasas de hasta 1- 4 Kg m?en -
2 km paralelos a la costa (El Haikali et al., 2004; Bensoussan & Gattuso, 2007). La
pobre cobertura coralina observada para el arrecife de Puerto Morelos, indica que su
potencial contribucién organica e inorganica a los flujos de carbono del arrecife es
limitada y opacada por especies de mayor abundancia y produccién como el pasto
marino Thalassia testudinum, a la que recientemente se le ha estimado un produccion de
limo de carbonato maxima de hasta 21.7 g CaCO;m™ d”' (Enriquez & Schubert, 2014).
Para cuantificar la produccién de carbonatos estos mismos autores consideraron los
efectos del cambio del Leaf Area Index (LAI), como descriptor del dosel de la pradera
submarina. Por los incrementos de el LAI (estructura 3D, cilindro para los rodolitos y
ambas caras del talo para el alga articulada) también pudiera afectar la diferencial
contribucion de cada morfotipo de algas coralinas a la produccion de carbonato, pero no
para Lithothamnion sp. No obstante otras algas incrustantes si lo podrian hacer
indirectamente al utilizar de sustrato, por ejemplo, las hojas de los pastos marinos
(Cebrian et al., 1999; Enriquez & Pantoja-Reyes, 2005). Finalmente, para determinar en
este arrecife el efecto adverso del cambio global sobre la comunidad de algas coralinas,
ademas de cuantificar las posibles implicaciones sobre la produccion de carbonatos,
habria también que investigar la pérdida de funcionalidad de éstas algas en el
ecosistema. Estos efectos adversos pudieran verse reflejados en pérdida de
biodiversidad en el mantenimiento de la micro-flora y fauna asociada a los rodolitos y
también a las algas articuladas, las dos especies que forman doseles mas complejos en

tres dimensiones, y en donde ambos tamano del talo y especie determinan Ia
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biodiversidad (Steller et al, 2003; Hinojosa-Arango et al., 2009). El rodolito
Neogoniolithon sp. tiene su habitat en la pradera submarina y podria tener un vinculo
funcional con su especie constructora 7. testudinum no conocido todavia, y que pudiera
verse afectado por los cambios que estd experimentando este habitat. Esta especie
ademas tiene un papel modesto en el reclutamiento de corales (Ruiz-Zarate et al., 2000).
Las algas incrustantes tienen ademas una funcion fundamental en el arrecife: primero
como cementadoras y constructoras secundarias (Perry & Hepburn, 2008; Perry et al.,
2008) y segundo, como sustrato para el asentamiento de larvas y juveniles de coral,
ambas funciones vitales para el mantenimiento de la estructura primaria del arrecife
(Hoegh-Guldberg et al., 2007; Perry & Hepburn, 2008). Segiin nuestros resultados,
Lithothamnion sp. es una de las especies mas sensibles al cambio global y de menor
desempefio, por lo que pérdidas funcionales asociadas a la presencia de esta especie en
este arrecife, son de esperarse bajo diferentes escenarios de cambio global. Todas estas
consecuencias negativas sobre el arrecife de coral promoverian su deterioro y tendrian
graves repercusiones para las sociedades humanas costeras, reflejadas en la pérdida de
servicios arrecifales fundamentales (Moberg & Folke, 1999; Hoegh-Guldberg et al.,
2007; Perry & Hepburn, 2008; McCoy & Kamenos, 2015).

5.1. Comentarios finales y conclusiones

Este trabajo representa la primera descripcion exhaustiva de la fotobiologia de
las algas coralinas, pues ademas de la descripcion fisiologica, es el primer estudio que
incluye una caracterizacion completa de la variacion de sus propiedades oOpticas. La
informacion generada permitio determinar las bases fisiologicas de las respuestas de las
algas coralinas frente al cambio climatico, al menos las del estrés térmico y luminico,
utilizando modelos cuantitativos que pueden ser extensibles a cualquier estrés y
cualquier organismo fotosintético. Por ello, este trabajo es también es una invitacion a
incrementar los andlisis fisioldgicos, pues son fundamentales para conocer los procesos
fisiologicos afectados y evitar asi, hacer atribuciones incorrectas a las respuestas que se
observan de los organismos marinos al ambiente, como por ejemplo, la atribucion de
que la acidificacion del océano posee la capacidad de inducir blanqueamiento en corales
simbioticos y algas coralinas, y/o la idea generalizada que la acidificacion del océano es
la mayor amenaza a la que se enfrentan estos grupos en el contexto del cambio

climatico (Veron et al., 2009; Anthony et al., 2011), idea que ha sido apoyada por
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estudios pioneros que reportaron resultados catastroficos (Kuffner et al., 2007; Jokiel et
al., 2008) pero completamente cuestionada en nuestro estudio para las algas coralinas.
Mas informacion es todavia necesaria para esclarecer el efecto fisiologico de la
acidificacion del océano sobre la calcificacion, y el posible efecto sinérgico o
antagdnico con otros factores ambientales como la limitacion por luz (profundidad) y la
fertilizacién, por mencionar algunos. Lo que se puede concluir claramente de este
estudio es que las comunidades coralinas son muy fragiles frente al cambio global, y
que su interaccion con otros factores asociados, puede llegar a amenazar seriamente la
estabilidad de estas comunidades que se encuentran en la mayoria de los ecosistemas
costeros del planeta. Por tanto se requiere de un mayor esfuerzo de investigacion vy,
sobre todo, de colaboracion entre diferentes grupos y disciplinas, que permita comparar
las respuestas de comunidades de ambientes muy contrastantes, utilizando una
metodologia comln, y poder asi evaluar de manera cuantitativa y con mayor soporte
cientifico la magnitud del impacto del cambio climatico sobre los organismos marinos.
Esta necesidad de consolidar y unificar esfuerzos de investigacion para otros ambientes
costeros e incluso para otros grupos taxonomicos, se hace en el contexto de reivindicar
la utilidad y necesidad de incrementar esfuerzos en la aproximacion fisioldgica, no tan
popular actualmente e incluso marginal en muchos estudios, o bien, sustituida por
descripciones parciales de la actividad fotosintética (fluorometria), que no siempre son
las adecuadas para conocer el proceso fisiologico afectado. En este estudio se ofrece
una descripcion cuantitativa y utilizando pardmetros universales para las algas coralinas
como base para implementarlo en cualquier otro grupo taxonomico. Esta descripcion
cuantitativa tanto estructural como funcional, es también la base para explorar la
presencia de patrones generales en la naturaleza comunes que explican “leyes
universales” de la produccién primaria o de la seleccion natural. La informacion
generada en este estudio es clave para distinguir entre las diferentes habilidades
competitivas de los organismos fotosintéticos, “ganadores y perdedores”, y para
entender la robustez/sensibilidad de las especies en el contexto de cambio climéatico u
otros factores ambientales de estrés. También es fundamental como base para el
desarrollo de mejores politicas de mitigacion y conservacion del patrimonio natural, asi
como también para la formulacion de modelos bio-Opticos capaces de cuantificar
cambios en la produccion de carbono (organico e inorganico) y en sus flujos en el
ecosistema, ligados o a la estacionalidad o a gradientes ambientales concretos, pero

también a diferentes factores de estrés. Estos modelos cuantitativos, por tanto, pueden
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ser de enorme utilidad para predecir cambios en la produccion primaria de los

ecosistemas marinos, pero también del posible impacto del cambio climatico bajo

diferentes escenarios de cambio. Se puede concluir con este trabajo y de acuerdo al

objetivo general que la caracterizacion fisioldgica realizada de las algas coralinas ofrece

un modelo fisioldgico cuantitativo para explicar la variabilidad y la severidad de su

respuesta frente al cambio climatico.

En resumen, de acuerdo a los objetivos particulares se puede concluir que:

Las propiedades de absorcion de luz de las algas coralinas, absorptancia (A), y
eficiencia de absorcion a*,i,m y a*v dependen no solo de la variacion de la
seccion transversal de sus pigmentos, sino también de su masa especifica
(TMA), de forma similar a lo ya descrito para otros grupos de algas.

Se encontraron fisiologias fotosintéticas muy contrastantes para cada una de las
especies examinadas de acuerdo a su habitat particular:

o El rodolito Neogoniolithon sp. tiene una fisiologia de alta luz y el alga
incrustante Lithothamnion sp. mostrd una especializaciéon a muy bajas
condiciones luminicas. El alga articulada Amphiroa tribulus presentd una
fisiologia mas compleja con una mayor heterogeneidad espacial, capaz
de ser eficiente tanto a baja luz, sin comprometer su produccion
fotosintética a alta luz.

Las tres especies de algas coralinas mostraron ademas una acoplamiento
metabolico entre la calcificacion y fotosintesis descrito mejor con un modelo
sigmoidal que el tradicional modelo linear propuesto. Sin embargo, este modelo
linear describe el acoplamiento metabdlico entre la calcificacion y la respiracion.
De este modelo cuantitativo comun se determinaron parametros especificos para
cada especie. De ellos, uno que consideramos especialmente importante es el
denominado requerimiento fotosintético minimo para calcificar, MPR;

El metabolismo de las especies coralinas muestra una fuerte sensibilidad a la
temperatura con umbrales térmicos diferenciales entre especies y diferencias
también especificas en el factor de escala Q.

Las algas coralinas son muy sensibles al cambio global, y su impacto es muy
significativo sobre su metabolismo. La severidad de este impacto es especifico

de cada especie y estd intimamente relacionado con su fotobiologia;
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o Neogoniolithon sp., es la especie que muestra la respuesta mas robusta
mientras que Lithothamnion sp. y Amphiroa tribulus, fueron
extremadamente sensibles;

e La inhibicion fotosintética producto de una fuerte acumulacion de un fotodafio
debido a un incremento del estrés luminico bajo estrés térmico, explica el
impacto fisioldgico del calentamiento global sobre este grupo taxonomico. Una
mayor inversion en fotoproteccion y re-ajustes metabolicos para prevenir
balances de carbono negativos muy prolongados, permiten que la respiracion del
alga se ajuste a las pérdidas de produccion fotosintética. Estos ajustes conllevan
también pérdidas de produccion de carbonatos. Estos resultados sientan las bases
del desarrollo de un modelo fisioldgico comun fisioldgico para cuantificar
produccion primaria en las comunidades de algas coralinas y predecir el impacto
del cambio global en este grupo bajo escenarios con diferente grado de

severidad de estrés térmico.
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ANEXOS

6.1. ANEXO A. Capitulo 1

1. Ecuaciones para determinar el peso seco y peso organico en las algas coralinas.
Todas las relaciones lineales son significativas (P<0.05). El intercepto fue fijado a cero:
Peso seco (g) = 0.8241*Peso humedo (g) (Rodolitos)
= 0.0458*Peso humedo (g) (Articuladas)
= 0.8903*Peso humedo (g) (Incrustantes)
Peso seco orgdnico (g) = 0.0591*Peso seco (g) (Rodolitos)
= (0.0985*Peso seco (g) (Articuladas)
=0.0612*Peso seco (g) (Incrustantes)

2. Induccion rapida a la fluorescencia de la clorofila a y efecto del DCMU:
secuencia O-1-J-P

La dindmica ripida de la fluorescencia de la clorofila (<2 segundos, ver
Materiales y Métodos) se utilizdo como parte de la descripcion fisiologica de las algas
coralinas y para determinar la correcta infiltracion del DCMU (Capitulo III) en los talos
coralinas. La alta resoluciéon del PEA, permiti6 documentar la secuencia O-J-I-P
(Strasser et al., 1995), donde ocurren los mayores cambios en la cinética de los procesos
fotoquimicos (Fig. 30a). Esta secuencia que ya ha sido descrita para algas, plantas
terrestres y cianobacterias, refleja los cambios en el estado redox del PSII (Strasser et
al., 1995; Blankenship, 2002). A diferencia de plantas terrestres y/o algas verdes se
observo para las algas coralinas, las fases S y P descritas Unicamente para
cianobacterias, ya que representan los estados de transicion que ocurren cuando la
antena de cianobacterias y algas rojas, los ficobilisomas, migran entre fotosistemas
(Kana et al., 2012; Stirbet et al., 2014). Estos cambios no obstante, pertenecen a la
induccién lenta (>100 ms) de la fluorescencia (Papageorgiou & Govindjee, 2011). La
secuencia O-J-I-P, muestra una fluorescencia minima basal (O), un incremento de ésta
hasta una primera inflexion (J), un posterior incremento hasta una segunda inflexion (I)
y finalmente un pico maximo (P) similar a (J). Después se observa una caida de la
fluorescencia debido a un quenching fotoquimico (Fig. 30a). El incremento inicial de la
curva representa la fase fotoquimica y es inicialmente proporcional a la reduccion de

(Qa a Qa) y figura un maximo de reduccidon que ocurre entre los 1-2 ms. Después de
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esta fase observa un pequefo valle, principalmente en los rodolitos, que representan la
re-oxidacion de los aceptores primarios a medida que se reduce Qg. El incremento
posterior esta representado por las dos fases de reduccion de Qp (Qp a Qp™ a QsY) y la
heterogeneidad del pool de plastoquinonas. En estas fases, | cominmente representa un
maximo temporal de reduccion de Q4™ a Qg”". El agotamiento progresivo de reductores
en el lado aceptor del PSII empieza a ser limitante, condiciones en las que se alcanza el
pico maximo (P) cuando el pool de plastoquinonas se ha reducido por completo
(Strasser et al., 1995; Enriquez et al., 2002; Cosgrove & Borowitzka, 2010). Las fases
de estas secuencia son extremadamente dependientes de la irradiancia y principalmente
después de J, de los distintos niveles de heterogeneidad en los PSII, diferentes estados
redox del pool de plastoquinonas y los estados de transicién (Strasser et al., 1995;
Cosgrove & Borowitzka, 2010; Stirbet er al., 2014). Estos factores explicarian las
diferencias observadas entre las cinéticas de las tres especies analizadas, principalmente
en el tiempo requerido para alcanzar I. En plantas terrestres cominmente J es mucho
menor que P, sin embargo en algas rojas y cianobacterias la desproporcion de PSI frente
a PSII y la presencia de ficobilisomas modifican esto (Strasser et al., 1995). Los tres
morfotipos respondieron de manera similar al DCMU (Fig. 30a, solo se muestran las
algas incrustantes). En estas condiciones existe una incapacidad de re-oxidacion de Qa,
ya que el DCMU impide la reduccion de Qg y asi el transporte de electrones. De tal
modo que se alcanza una fluorescencia maxima (P) y J=I=P. Los resultados muestran
sin embargo, una curva sigmoidal en los cambios de la fluorescencia. E1l DCMU hace
que P se alcance a Ims y aproximadamente a los 100 ms la fluorescencia vuelve a
incrementarse (S) hasta un segundo maximo denominado M (méximo verdadero) que es
mayor que P. Esto es indicativo de los estados de transicion y representa una
determinacion correcta del F,,, (Campbell et al., 1998; Papageorgiou & Govindjee,
2011). Los estados de transicion son fenomenos en escalas temporales de segundos a
minutos que ocurren en plantas terrestres, algas y cianobacterias y sirven para balancear
el exceso de energia entre el fotosistema I y II, mecanismos de aclimatacion a baja
irradiancia o fotoproteccion (Allen, 2003; Mullineaux & Emlyn-Jones, 2005; Raven,
2011). En algas rojas se asocia a una movilidad de la antena (ficobilisomas) del PSI a
PSII (estado I) y de PSII a PSI (estado II) cuando hay luz en exceso en algunos de los
dos fotosistemas relaciondndose procesos de fotoproteccion y/o aclimatacion a baja luz,
y se activa por el estado redox del pool de plastoquinonas, el ApH o procesos

intrinsecos de los ficobilisomas (Delphin et al., 1996; Liu et al., 2009). Asi, una vez

169



Caracterizacion fisiologica de las algas coralinas. Vasquez-Elizondo RM 2016

alcanzado P (Fig. 30a) la antena se encuentra en estado II (PSI) por lo que la sefial de
fluorescencia es minima en comparacion de M. Después de 100 ms, la antena migra al
PSII y entra en estado I y se incrementa la fluorescencia hasta un pico méximo (M).
Esta informacién ya ha sido demostrada para cianobacterias (Kana et al., 2012). Esto se
confirm6 en un experimento posterior (Fig. 30b) en donde se aplica un pulso rojo lejano
(Far Red, pico a 725nm) que excita al PSI e induce un estado I. El resultado muestra
que en J se alcanza una fluorescencia similar a M y confirma la ausencia del estado de
transicion, de estado I a estado II. Los mecanismos de activacion y balance de energia

por los estados de transicion estdn por encima de los objetivos de este estudio.
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Figura 30. Induccion rapida de la fluorescencia de la clorofila a en algas coralinas.
(a) muestras de algas coralinas sometidas a un pulso de luz saturante después de una adaptacion a
oscuridad por 1h. Rodolitos (circulos rosas), articuladas (morados) e incrustantes sin (negros) y en
presencia de DCMU (negros abiertos), ver metodologia para detalles. Se sefialan en el grafico las
secuencia O-J-I-P y S-M (ver texto). Las flechas representan las distintas I de cada morfotipo. (b)
representa una muestra de alga incrustante expuesta a oscuridad en presencia de DCMU por 45 min antes

y después de aplicarle un pulso de luz rojo lejano (FR, pico a 725nm).

En experimentos posteriores, se determind el tiempo necesario para una
infiltracion del DCMU en el talo coralino ya que en algunos casos al aplicar
inmediatamente el DCMU, no se observaba la secuencia sigmoidal descrita
anteriormente, lo que estaria relacionado a diferencias relacionadas en el grosor del
tejido fotosintético. Debido a que una infiltracién exitosa era necesaria para los
experimentos de los acoplamientos metabdlicos (ver Materiales y Métodos), secciones
apicales de rodolitos (el morfotipo de mayor grosor) se incubaron en agua de mar
filtrada con DCMU (10uM) por 15, 30 y 60 min y se compararon con un control (sin

DCMU). Después de los tiempos establecidos a las muestra experimentales se les aplico
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un pulso de saturacién con el PEA. Los resultados mostraron que la curva sigmoidal y

un valor maximo estable de la fluorescencia ocurre después de 30 min., por lo que se

determind que éste era el tiempo adecuado para experimentos posteriores.
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Figura 31. Efecto del DCMU en rodolitos en la induccion rapida a la fluorescencia.

La grafica muestra el promedio de 3 muestras aclimatadas a oscuridad (1h) de rodolitos (circulos rosas) e

incubados en oscuridad en presencia de DCMU (de arriba abajo 15, 30 y 60 min). previamente

aclimatados a oscuridad al menos por 30 min.

6.2. ANEXO B. Capitulo 2.

1 Tablas

Tabla 1. Tabla ANOVA 1 via para los descriptores estructurales y funcionales de las algas

coralinas. Diferencias significativas entre descriptores (post hoc, Tukey HSD P<0.05) se muestran con

simbolos diferentes.
Rodolitos A. ap. A. bp. Inc. F P
Masa especifica
1918 + 455* 978 £ 250# 900 + 223# 470 + 1820 71.8 <0.001
(TMA)
Pigmentos
(@) 370 £ 137* 1394.02 + 514# 1340.4 + 595# 882 + 4800 50.09  <0.001
m
Pigmentos
0.60 +0.18* 1.64 + 0.69# 1.57+£0.77# 1.83 £0.50# 473 <0.001
(gPS™).
Apar 0.77 £0.05* 0.75 +0.09* 0.55 +0.06# 0.53 +£0.07# 79.6 <0.001
a* par 0.0047 +£0.0018*  0.0011 £0.0002#  0.0007 £ 0.0003# 0.0011 +0.0006#  48.9 <0.001
a* Mpar 0.0008 £ 0.0001*  0.0015 £ 0.0001#  0.0009 £ 0.0002* 0.0018 £ 0.0006#  44.2 <0.001
Chl a
(@ 39.8+16.3* 73.6 +£35.5# 80.5 £36.2# 75.6 £33.2# 18.4 <0.001
m
Chl a
0.06 +0.02* 0.07 +0.03* 0.079 +36.2* 0.16 = 0.03# 25.02  <0.001
(gPS™)
Agso 0.84 £0.05* 0.80 +0.08* 0.69 = 0.08# 0.66 = 0.05# 41.8 <0.001
a*es0 0.054 £0.017* 0.026 £ 0.008# 0.016 £ 0.0050 0.016 + 0.0050 88.3 <0.001
a* neso 0.0011 +£0.0002*  0.0020 + 0.001#  0.00096 + 0.003*  0.0026 + 0.001# 51.3 <0.001
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Tabla 2. Coeficientes de Pearson (r) para las asociaciones de variacién (log-log) entre los
descriptores estructurales y funcionales del espectro visible. El orden correspondiente es el siguiente:
rodolitos, lado de alta pigmentacion, lado de baja pigmentacidn y algas incrustantes. En negritas y con un

asterisco se muestran los coeficientes significativos (P<0.05).

Log Log Loga*y Logdens e Log Log
AparR  a*par PAR pigm C.Ollt TMA Densidad
pigm
Log a* pag (M° mg pigm™) -0.30* 1
Log a* y;par (m” gPS™) 0.18  0.56* 1
Log dens pigm (mg pigm m™?)  0.59%  -0.94*  -0.42* 1
Log cont de pigm (mg gPS™)  0.49*  -0.77* 0.09 0.82* 1
Log masa especifica (gPS m?)  0.38* -0.65*  -0.83* 0.68* 0.14 1
Log Densidad (g cm?) 0.04  0.35* -0.25 -0.26 -0.61% 0.33* 1
Log Grosor (cm) 0.39* -0.74*  -0.82% 0.76* 0.26  0.99* 0.17
Log a* par (m® mg pigm™) -0.31 1
Log a* ypar (m” gPS™) 0.11  -0.19 1
Log dens pigm (mg pigm m?)  0.69*  -0.90* 0.19 1
Log cont de pigm (mg gPS™) 026  -0.73* 0.81* 0.67* 1
Log masa especifica (gPS m?)  0.38 0.02 -0.88* 0.16 -0.63* 1
Log Densidad (g cm?) -0.13 0.28 0.56 -0.27 022 -0.58* 1
Log Grosor (cm) 036  -0.03 -0.88 0.19 -0.60*  0.99*  -0.57*
Log a* pag (m* mg pigm™) 0.16 1
Log a* ypar (m” gPS™) 0.09  0.05 1
Log dens pigm (mg pigm m™) 0.12  -0.96* -0.03 1
Log cont de pigm (mg gPS™) -0.09  -0.85* 0.48 0.83* 1
Log masa especifica (gPS m?)  0.35 0.02 -0.90* 0.08 -0.50 1
Log Densidad (g cm”) -0.15 0.44 0.35 -0.48 -0.20  -0.40 1
Log Grosor (cm) 0.35 -0.05 -0.89* 0.15 -0.43  0.99* -0.53
Log a™ par (m2 mg pigm") 0.16 1
Log a* ypag (m” gPS™) 0.0  0.82* 1
Log dens pigm (mg pigmm™®)  0.20  -0.94*  -0.82% 1
Log cont de pigm (mg gPS™) -0.27  -0.79* -0.31 0.69* 1
Log masa especifica (gPS m?)  0.48  -0.65%  -0.88* 0.81* 0.14 1
Log Densidad (g cm”®) 0.09 0.75* 0.70* -0.71* -0.50  -0.57 1
Log Grosor (cm) 039 -0.72* -0.91* 0.86* 0.24  0.98*  -0.72%
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Tabla 3. Coeficientes de Pearson (r) para las asociaciones de variacion (log-log) entre los

descriptores estructurales y funcionales de la clorofila a. Orden y especificaciones como tabla

anterior.
Log Loga* Loga*, Logdens Log Log Log
Agso 680 680 chla cont TMA  Densidad
chla
Log a* 0 (m” mg pigm™) -0.29* 1
Log a* v ¢s0 (m* gPS™) 0.36%  0.27* 1
Log dens chl @ (mg chla m?®)  0.61%*  -0.93% -0.08 1
Log cont chl a (mg gPS™) 0.51% -0.76* 0.43* 0.82* 1
Log masa especifica (gPS m?)  0.28* -0.46*  -0.79% 0.49* -0.11 1
Log Densidad (g cm?) 0.02 0.07 -0.29* -0.04 -0.26*  0.31% 1
Log Grosor (cm) 0.29% -049* -0.77* 0.52% -0.07  0.98* 0.14
Log a* ¢g0 (m”> mg pigm™) -0.21 1
Log a* y ¢50 (m” gPS™) 0.55%  0.53* 1
Log dens chl a (mg chl a m®)  0.77*  -0.78* 0.01 1
Log cont chl a (mg gPS™) 0.79%  -0.07 0.81* 0.55* 1
Log masa especifica (gPS m?)  0.06  -0.79*  -0.80* 0.55% -0.40 1
Log Densidad (g cm”®) 0.19 0.28 0.36 -0.07 0.23 -0.31 1
Log Grosor (cm) 0.01* -0.78*  -0.81* 0.51 -0.41 0.98* -0.51
Log a* ¢50 (m> mg pigm™) -0.16 1
Log a* v es0 (m” gPS™) 034 046 1
Log dens chla (mgchla m?)  0.56  -0.91%  -0.23 1
Log cont chl a (mg gPS™) 0.48 -0.55 0.49 0.67* 1
Log masa especifica (gPS m?)  0.20 -0.56 -0.85* 0.55 -0.25 1
Log Densidad (g cm?) 0.08 -0.15 0.44 0.16 0.56 -0.42 1
Log Grosor (cm) 0.17 -0.49 -0.86* 0.47 -0.33  0.99* -0.56
Log a* ¢s0 (m2 mg pigm") -0.42 1
Log a* yigs0 (m* gPS™) 031 0.79% 1
Logdens chl a (mgchla m?®)  0.69* -0.94*  -0.74* 1
Log cont chl a (mg gPS™) 0.15 -0.31 0.34 0.30 1
Log masa especifica (gPS m?)  0.63* -0.81*  -0.93* 0.87* -0.21 1
Log Densidad (g cm”) -0.15  0.64* 0.63* -0.56 -0.01 -0.57 1
Log Grosor (cm) 0.57 -0.83*  -0.94* 0.87* -0.18  -0.98*  -0.56*
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Tabla 4. Coeficientes de Pearson (r) para las asociaciones de variacion (log-log) entre los
descriptores estructurales y funcionales de las algas coralinas como grupo inico. Se muestran
descriptores para el espectro visible y la clorofila a. En negritas y con un asterisco se muestran los

coeficientes significativos (P<0.05).

Log Loga* Loga*, Logdens ez Log Log
Apar PAR PAR pigm C.OIlt TMA Densidad
pigm
Log a* pag (m” mg pigm™) 0.60* 1
Log a* y;pag (m” gPS™) -0.29%  -0.38* 1
Log dens pigm (mg pigm m™?)  -0.28% -0.94* 0.34* 1
Log cont de pigm (mg gPS™)  -0.47* -0.90* 0.64* 0.87* 1
Log masa especifica (gPS m?)  0.75%  0.61% -0.85* -0.40*  -0.71* 1
Log Densidad (g cm”®) 0.16 -0.19 0.03 0.30% 0.05  0.06 1
Log Grosor (cm) 0.71*  0.65*  -0.84* -0.46*  -0.71* 0.98*  -0.15
Log Loga* Loga*, Logdens Log Log Log
Agso 680 680 chla :1(1)111:1 TMA Densidad
Log a* 50 (m” mg pigm™) 0.60* 1
Log a* v ¢s0 (m* gPS™) -0.34%  0.43* 1
Log dens chl ¢ (mg chl a m?)  -0.29% -0.88*  0.33* 1
Log cont chl a (mg gPS™) -0.27* -0.70% 0.67* 0.72* 1
Log masa especifica (gPS m?)  0.73*  0.60* -0.89* -0.31*  -0.61* 1
Log Densidad (g cm’) 0.06 -0.06 0.02 0.10 -0.30% 0.01 1
Log Grosor (cm) 0.70*  0.60*  -0.88* -0.32*  -0.53* 0.98* -0.19
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Tabla 5. Resultados de la ANCOVA para determinar diferencias entre los interceptos y pendientes

de las asociaciones de variacion entre los descriptores funcionales y estructurales del talo en las

algas coralinas. Se muestran unicamente combinaciones entre asociaciones significativas (P<0.05) En

negritas se muestran diferencias significativas (P<0.05).

Asociacion Comparacion Intercepto Pendiente
PAR F P F P
Apar VS pigmentos Rod. vs A. ap. 23.7(1,66) <0.001 18.3 (1,66) <0.001
Rod. vs A. bp. 3.6 (1,65) 0.061 0.19 (1.65) 0.658
A ap. vs A. bp. 2.6 (1,21) 0.118 4.41 (1,21) 0.047
a*par VS pigmentos Rod. vs A ap. 20.5 (1,66) <0.001 15.9 (1.66) <0.001
Rod. vs A. bp. 1.8 (1,65) 0.178  <0.001 (1,65) 0.987
Rod. vs CCA 0.22 (1,65)  0.638 0.96 (1,65) 0.329
A. ap. vs A. bp. 5.2 (1,21) 0.033 7.9 (1,21) 0.01
A ap. vs CCA 6.8 (1,21) 0.016 9.5 (1,21) 0.006
A. bp. vs CCA 0.32(1,20) 0.576 0.34 (1,20) 0.562
a*y vs TMA Rod. vs A. ap. 0.004 (1,68) 0.951 <0.001 (1, 68) 1
Rod. vs A. bp. 0.054 (1,65) 0.816 0.39 (1,65) 0.531
Rod. vs CCA 0.72 (1,65) 0.397 0.15 (1,65) 0.693
A. ap. vs A. bp. 0.016 (1,23) 0.9 0.19 (1,23) 0.664
A ap. vs CCA 0.33(1,23) 0.571 0.05 (1,23) 0.81
A. bp. vs CCA 0.41 (1,20) 528 0.46 (1,20) 0.502
a*\y par VS pigm. PS A, ap. vs A. bp. 11.5(1,23)  0.002 0.084 (1,23) 0.774
Chl a A vschla Rod. vs A. ap. 16.02 (1,76) <0.001  8.98 (1,76) 0.004
Rod. vs A. bp. 20.8 (1,72) <0.001  8.01(1,72) 0.006
Rod. vs CCA 6.6 (1,70) 0.012 0.54 (1,70) 0.461
A. ap. vs A. bp. 1.2 (1,28) 0.269 0.13 (1,28) 0.716
A ap.vs CCA 0.03(1,26)  0.849 1.25(1,26) 0.273
A. bp. vs CCA 1.1 (1,22) 0.304 1.44 (1,22) 0.243
a*ego vs chl a Rod. vs A. ap. 12.9(1,76)  0.001 6.81 (1,76) 0.011
Rod. vs A. bp. 13.5(1,72) <0.001  4.11(1,72) 0.046
Rod. vs CCA 2.5(1,70) 0.113 0.014 (1,70)  0.905
A. ap. vs A. bp. 0.59(1,28) 0.448  0.001(1,28) 0.977
A ap. vs CCA 0.78 (1,26)  0.384 3.5(1,26) 0.071
A. bp. vs CCA 1.9 (1,22) 0.175 2.4 (1,22) 0.133
a*yes0 Vs TMA Rod. vs A. ap. 1.2 (1,73) 0.266 1.19 (1,73) 0.294
Rod. vs A. bp. 1.3 (1,72) 0.253 2.03 (1,72) 0.158
Rod. vs CCA <0.001 (1,71) 0.983 0.030 (1,71)  0.864
A. ap. vs A. bp. 0.007 (1,23)  0.935  0.093(1,23) 0.763
A ap. vs CCA 1.3 (1,22) 0.257 0.83 (1,22) 0.37
A. bp. vs CCA 1.1 (1,21) 0.296 1.32 (1,21) 0.262
a*\res0 Vs chl a PS Rod. vs A. ap. 12.7(1,73)  0.001 7.15(1,73) 0.009
Rod. vs A. bp. 3.5(1,72) 0.062 3.03 (1,72) 0.086
A. ap. vs A. bp. 1.5 (1,23) 0.222 0.54 (1,23) 0.469

175



Caracterizacion fisiologica de las algas coralinas. Vasquez-Elizondo RM 2016

2 Analisis espectral de la absorcion de luz las algas coralinas.

Las algas coralinas presentan distintos picos de absorcion en el espectro visible
debido a la presencia de clorofila a y ficobiliproteinas. Los de la clorofila a son los mas
notorios y ocurren en ambos extremos del espectro, a 436 y 680nm en tejidos intactos.
La antena de este grupo asi como la de macroalgas rojas y cianobacterias, esta
compuesta por ficobiliproteinas. La gran mayoria de algas rojas (y algas coralinas)
presentan picos de absorcion debido a estos pigmentos entre el azul y el rojo del
espectro, especificamente a 490, 545, 576 nm para la ficoeritrina (PE o FE); a 620-
625nm para la ficocianina (AC o PC); y, a 650 nm para la aloficocianina (AFC o APC).
El analisis de los espectros de absorcion en tejidos intactos de las algas coralinas no
mostro picos evidentes para la ficocianina y aloficocianina, atin cuando deben de estar
presentes dada la conformacion del complejo antena. Esto puede ser debido a un
enmascaramiento de estos picos debido a una elevada absorcion de todos los pigmentos
producto del esparcimiento multiple de la luz. Lo anterior, puede reflejarse como una
absorcion mas amplia para cada pico individual y aquellos pigmentos con poca
presencia serian beneficiados. Lo anterior ya ha sido documentado en macroéfitas
marinas. De manera ilustrativa se seleccion6 un espectro de absorcion del alga
articulada A. tribulus a la cual se le realizd un analisis derivativo para encontrar los
picos enmascarados de las ficobiliproteinas. El andlisis de la cuarta derivada muestra
claramente 6 picos de absorcion: clorofila a (1 y 6), ficoeritrina (2 y 3), ficocianina (4) y

aloficocianina (5), de acuerdo a la siguiente figura:

1.2 T T T T T T
~ PE Chi Figura 32. Analisis espectral de la absorcion
o 1+ a
a Chla PE APC de luz en las algas coralinas.
.g 0.8 - 1 El panel superior muestra un espectro de
= . . .
= 0.6 L | absorcion del alga articulada A. tribulus, que
o .
% PC muestra la posicion de cada uno de los picos de
< 041 1 absorcion de la clorofila a y las ficobiliproteinas.
02} 41 Notar la ausencia clara de un pico de absorcion
para la PC y APC. El panel inferior muestra un
< O 1 1 1 1 1 1
° s 6x10° analisis detallado (analisis derivativo) de este
= e T T T T T T
Q . . .
S £ /\ /\ mismo espectro que muestra los picos evidentes
§ 2 0 ‘v/\ A /\ . AN /\v )
£ g YAAVARAYA \/ \/ y los enmascarados por la elevada absorcion
L 3 Jd v 2 37 46 . .
2 S -6x107 ‘ ‘ : : : : (90% en promedio) del alga coralina observada

400 450 500 550 600 650 700 750 .
en la figura. Los picos de enumeraron del 1 al 6.

Longitud de onda (nm)
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3 Modelos explicativos

La absorcion de luz depende de la seccion transversal de pigmentos, dado que
los pigmentos fotosintéticos absorben la energia luminica. Sin embargo ésta es afectada
por otros descriptores si se descompone matematicamente. Mediante esta
descomposiciéon matematica, la seccidon transversal de los pigmentos se puede
determinar que parametros son aquellos que pueden tener mas o menos peso sobre las
propiedades de absorcion de luz analizadas. Normalmente se utilizan parametros
simples como el grosor y/o densidad del talo, que son los que modifican la distribucion
de los pigmentos y son utilizados en los modelos de regresion multiple. Estos
descriptores no fueron calculados en este estudio o bien, fueron calculados de manera
indirecta por lo que no pueden ser utilizados en dichos analisis. Por tal motivo los
modelos de regresion multiple incluyeron Unicamente a la TMA y la cantidad de
pigmentos como aquellos que influyen en la distribucion de los pigmentos. La seccion
transversal de pigmentos totales y clorofila a en las algas coralinas se explica por la
siguiente ecuacion multiple:
S. transversal de pigmentos = 10 '*%** * mg de pigment PS '*' 7% TMApg ! =007

(log/log, R?= 0.84, n= 94, S.E. = 0.12, p = <0.0001)

S. transversal chl a = 10 >'**%1 * contenido chl a PS "% 007 * TMA pg 021 007

(log/log, R*= 0.58, n= 103, S.E. = 0.15, p = <0.0001)

(para ambos casos, prueba t para los factores de escala significativa)

Estas ecuaciones indican que el contenido de pigmentos por peso seco tiene mas
peso sobre las secciones transversales de pigmentos que la TMA. Mayores TMA
implican un aumento en espacio celular para colocar pigmentos. La asociacion negativa
entre la seccion transversal de pigmentos y TMA, sin embargo no refleja esto. Esto esta
dado porque individualmente, existe una asociacion negativa entre la TMA y el
contenido de pigmentos, que enmascaran el efecto positivo de la TMA sobre la seccion
transversal de pigmentos. Esto se ilustra en el andlisis de rutas realizado donde se
muestra el efecto positivo del contenido de pigmentos sobre las secciones transversales,

y el efecto positivo de la TMA:
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Para la seccion transversal de pigmentos:

ma de pigmentos 087 355 s v

porumdad de 20.1 % (-) ind. masa esp. :

peso N Rt '
-0.71 Seccioén transversal de pigmentos

Masa especifica 4 :33.2 % (+) efecto directo

1 66.8 % (-) ind. pig. por peso:

Para la seccion transversal de clorofila a:

meClorofilia 072 s divecto

porunidad de 13.7 % (-) ind. masa esp. :

peso Nt
-0.61 Seccidn transversal chla a

Masa especifica 4 :29.8 % (+) efecto directo

:70.2 % (-) ind. pig. por peso:
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6.3. ANEXO C. Capitulo 4.

Tabla 6. Tabla ANOVA 1 via de las curvas metabolismo-temperatura en las algas coralinas.
Diferencias entre temperaturas por morfotipo son mostradas con simbolos distintos (P<0.05, HSD Tukey

post-hoc, P<0.05).

Rodolitos Articuladas Incrustantes
F, P Diferencias F, P Diferencias F P Diferencias
16.13,
Poax 24 20.67,<0.0001 * 7.83, 0.0003 * <0.0001 *
26 # * #
28 0 # #o
30 0 # 0
32 #o # #
26.91, 13.60,
R, 24 23.07,<0.0001 * <0.0001 * <0.0001 *
26 # *H *#o
28 0 # #o
30 0 #o 0
32 #o 0 #o
5.04, 7.56,
Gmax 24 9.96,<0.0001 * <0.00665 * 0.0007 *
26 *H# *# *#
28 #o *# #
30 0 # #
32 0 # #

Tabla 7. Resultados de las ANCOVAS que determinaron diferencias significativas entre las
pendientes de la parte lineal de la curva metabolismo-temperatura (P, R, y G,.) de cada

morfotipo coralino. En negritas se muestran diferencias significativas.

Tasa metabodlica Comparacion df SC F P
Prax Rodolitos vs Articuladas 1, 43 0.949 8.85 0.05
Rodolitos vs Incrustantes 1,43 2.88 46.51  0.001
Articuladas vs Incrustantes 1,44 2.88 10.68  0.002
R; Rodolitos vs Articuladas 1, 56 0.015 0.727 0.397
Rodolitos vs Incrustantes 1,50 0.456  26.71 <0.05
Articuladas vs Incrustantes 1,50 0.456  30.73 <0.05
Goax Rodolitos vs Articuladas 1,43 0.949 8.95 <0.05
Rodolitos vs Incrustantes 1,43 2.88 46.55 <0.05

Articuladas vs Incrustantes 1, 44 0.527 10.68 <0.05
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Tabla 8. Resultados de las pruebas z-student entre la comparacion de las tasas metabdlicas del dia
inicial (dia 0) y el dia control final (pH ambiente + 30°C, dia 10) de las algas coralinas durante el

experimento de estrés térmico y reduccion de pH.

Tasa
metabolica df t P
P, Rodolitos 13 0.052 0.959

Articuladas 13 1.65 0.123
Incrustantes 14 -0.74 0.46

R; Rodolitos 13 -0.98 0.36
Articuladas 13 1.5 0.148
Incrustantes 14 -0.6 0.556

Goax Rodolitos 10 0.447 0.665
Articuladas 9 0.821 0.433
Incrustantes 10  0.774 0.457

Tabla 9. Resultados parciales de la tabla ANOVA dos vias que muestran un efecto no significativo
del efecto “tanque” (interaccion tanque experimental * tratamiento) para cada tasa metabdlica ce

las algas coralinas durante el experimento de estrés térmico y reduccion de pH.

Tasa metabélica df SC F P

P Rodolitos 4,20 0.19 1.11 0.359
Articuladas 4,18 0.15 0.003 0.954

Incrustantes 4,21 0.01 1.39 0.27

R Rodolitos 4,20 0.048 1.3 0.301
Articuladas 4,18 0.026 0.73 0.579

Incrustantes 4,21 0.003 1.18 0.346

Grax Rodolitos 4,12 0.023 0.017 0.899
Articuladas 4,17 0.004 2.18 0.115

Incrustantes 4,19 0.002 1.15 0.363
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Tabla 10. Comparaciones pareadas r-student para el F,/F,, de las algas coralinas al finalizar el
experimento de experimento estrés térmico y reduccién de pH.
Las comparaciones fueron realizadas entre el control (dia 5, después de el ajuste inicial fisioldgico) y los

valores de F,/F,, al finalizar el tratamiento

Comparacion gl t P
Controlgy,, 14 -0.488 0.633
Rodolitos PH 7.9 final 13 1.031 0.321
32°C fnal 10 3.187 0.01
pH 7.9 +32°C g 10 2.399 0.037
Articuladas Control g, 15 0.525 0.607
PH 7.9 final 16 -1.026 0.32
32°C gpal 13 4.606 0
pH 7.9 + 32°C g 9 5.21 0.001
Incrustantes Control g, 15 -1.843 0.085
PH 7.9 final 14 0.618 0.547
32°C final 11 2.747 0.019
pH 7.9 +32°C g, 10 3.224 0.009

Tabla 11. Tabla ANOVA dos vias para el Fv/Fm de las algas coralinas al finalizar el experimento

de experimento estrés térmico y reduccion de pH.

Rod. Art. Inc.
gl SM F P g SM F P g SM F P
F.
variacion
~ FJFn
Temp 1 0.082 124 0.002 1 0.24 73.4  <0.01 1 0.14 473 <0.01
pH 1 0.001 0.15 0.69 1 0.007 2.17 0.154 1 0.012 4.1 0.054
pH *temp. 1 0.003 0.38 0.54 1 1.5x10° <0.001 0.983 1 0 0.05 0381
Error 20 0.131 26 0.078 25  0.065
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Tabla 12. Tabla ANOVA dos vias para la seccion transversal de pigmentos de las algas coralinas en
el experimento estrés térmico y reduccion de pH. Los datos de las algas incrustantes se excluyeron del

analisis por ausencia de datos en un tratamiento.

Rodolitos Articuladas
gl SM F P gl SM F P
Fuente de
variacion
Chl a
Temp. 1 7.05 6.25 0.019 1 7175.2 46.0 <0.01
pH 1 166.3 0.26 0.611 1 1302.8 8.3 0.008
pH * temp. 1 2.39 2.39 0.767 1 761.7 4.8 0.036
Error 26 691.8 26 4048.5
Totales
Temp. 1 17.68 0.026 0.873 1 75575 7.8 0.01
pH 1 1177.3 1.73 0.199 1 197249.5 204  <0.01
pH * temp. 1 350.5 0.518 0.478 1 8069.2 0.8 0.369
Error 26 17611.9 26 250755.1
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