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RESUMEN

En el presente trabajo se evalud el efecto de las irradiancia y temperatura sobre el
metabolismo fotosintético de las algas coralinas geniculadas. Como parte de este estudio
ademas, se evaluo la relacion entre el transporte de electrones y la fotosintesis bruta y el
efecto de la temperatura sobre esta relacion. Por ultimo, se evalud su crecimiento en
condiciones de campo y el efecto de la temperatura sobre su calcificaciéon en condiciones
controladas. Los resultados mostraron que las algas coralinas toleran un amplio intervalo
térmico (10-35°C) consistente con las variaciones térmicas encontradas en la zona
intermareal. Por otro lado, bajo condiciones de luz alta (1000 pmol quanta m™ s™') estas
algas muestran un decremento de més del 50% de su eficiencia cudntica méxima
(Fy/Fy), sin embargo, la evolucion de oxigeno solo disminuyd un 30%. Esto sugiere que
una fotoinactivacion reversible de los centros de reaccion del fotosistema I y un
fotodafio, regulan la maquinaria fotosintética en estas condiciones. Por otro lado, la
recuperacion del F/Fy, después de luz alta, es de aproximadamente 7 horas para las
algas coralinas, lo cual puede sugerir que un fotodafio y una disipacién de calor alta pero
sostenida estén presenten en la regulacion del aparato fotosintético. La relacion
fotosintesis bruta y transporte de electrones fue lineal en la mayoria de los tratamientos
utilizados (10-30°C) sin embargo la mayor variacion del modelo lineal se encontr6 a
irradiancias altas, que puede ser explicada por proceso alternos que demandan
electrones. En bajas irradiancias, el transporte de electrones puede ser un buen estimador
de la fotosintesis en algas coralinas. El crecimiento de una especie de algas coralinas fue
menor de 2 mm mes™' y es consistente con lo reportado para este grupo. La temperatura,
al contrario de lo que sucede con la calcificacion en oscuridad, regulo las tasas de
calcificacion en condiciones de luz saturante (aproximadamente dos-veces mayor que en
oscuridad). Lo anterior puede estar en relacion a la sintesis de productos organicos en la
fotosintesis y que forman una matriz orgéanica, la cual regula la precipitacién de CaCO3
en estas algas. Por tltimo, se detecto la presencia de una anhidrasa carbonica la cual
funciona como mecanismo de incorporacion de carbono, al facilitar CO, al proceso de

fotosintesis y calcificacion.
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

Las algas coralinas geniculadas (ACG) son macroalgas rojas que precipitan
carbonato de calcio (CaCOs) en sus paredes celulares en forma de calcita. Estas algas
pertenecen al orden Corallinales y a diferencia de las algas coralinas no geniculadas, su
talo es parcialmente calcificado (Johansen 1988; Woelkerling 1988). Presentan talos
segmentados y forman intergeniculas calcificadas y geniculas no calcificadas. Son
ecolégicamente importantes debido a la formacién de arrecifes coralinos, su abundante
produccién de CaCOjs su distribucién mundial y su abundancia (Johansen, 1988; Lee,
1999). Recientemente estas algas han sido estudiadas en mayor detalle pues juegan un
papel importante en los flujos de carbono en ecosistemas donde son dominantes (i. e.
Benssousan y Gattuso, 2007). En las costas rocosas de México existen al menos ocho
géneros de ACG y poco se conoce sobre su metabolismo fotosintético, crecimiento y
calcificacion. Solo para el caso del alga coralina no geniculada Lithophyllum margaritae
se conocen sus tasas de fotosintesis, crecimiento y calcificacion y el efecto que la

temperatura tiene sobre estas tasas (Steller ef al., 2007).

La supervivencia y crecimiento de las algas el medio puede ser el resultado de
diversos factores que afecten el metabolismo fotosintético, como la luz, temperatura y
nutrientes (Cabello-Pasini e al., 2003). Mientras que la luz limita la eficiencia
fotoquimica y la cantidad de energia producida, la temperatura regula el uso de la
energia producida para fijar el carbono inorgénico. En ambientes intermareales estos

factores son de gran importancia pues varian en escalas de tiempo muy cortas. A pesar




de que para muchas algas se conoce el efecto de la irradiancia y la temperatura sobre el

metabolismo fotosintético y la regulacion del mismo, para las ACG poco se sabe.

A medida que la luz se incrementa, la tasa de fotosintesis comtinmente se
incrementa de una forma lineal hasta saturarse en valores maximos. En estas
condiciones, las algas presentan mecanismos de regulacion que les permiten soportar
radiacion excesiva, pues puede ser dafiina. Estas estrategias de disipacion de energia son
denominadas mecanismos de fotoproteccion (Héder y Figueroa, 1997). Sin embargo,
una vez que la capacidad de fotoproteccion se agota, puede ocurrir un fotodafio, el cual,
para su recuperacion necesita una sintesis de novo de proteinas (Demming-Adams y
Adams, 1992; Osmond, 1993; Maxwell y Johnston, 2000; Blankenship, 2002). Aun
cuando los mecanismos anteriores y el efecto que tienen sobre la regulacién del aparato
fotosintético se ha descrito para muchas macroalgas y ayuda a entender como en
condiciones naturales las algas regulan su metabolismo, para las ACG existe poca

informacién (i. e. Hader et al., 2003).

Una forma de estudiar el metabolismo de las algas es por medio de estimaciones
de la fluorescencia de la clorofila, las cuales han sido utilizadas para evaluar estrés e
identificar procesos de fotoproteccion y fotoinhibicion (Hanelt et al., 1993; Hider ef al.,
2003; Wilson et al., 2004; Schubert, 2008). Ademas, es posible estimar el transporte de
electrones (TE) asociado al fotosistema IT (PSII). Estos métodos son no destructivos y
las estimaciones son mas rapidas en comparacion con los métodos tradicionales, sin
embargo necesitan validarse. Estas validaciones consisten en evaluaciones simultaneas

de la fluorescencia de la clorofila con métodos de intercambio de gas. Una correlacion




lineal permitiria estimar la fotosintesis eficientemente, sobre todo si se requiere estimar
las tasas fotosintéticas por medio del TE (Edwards y Baker, 1993; Maxwell y Johnston,
2000; Franklin y Badger, 2001). Estudios recientes demostraron que €l TE puede ser un
buen estimador de la fotosintesis solo para algunas macroalgas, mientras que para las
ACG no existe ningtn estudio que evalué la relacion entre el TE y la evolucién de

oxigeno, asi como el efecto de la temperatura sobre la relacion.

Las ACG tienen un crecimiento lento (< 3 mm mes™, tabla I) en relacion a otras
algas no calcificantes. Debido a la afinidad que tiene por el CaCOs, la tincién rojo de
alizarin permite evaluar bandas de crecimiento en organismos calcificantes de manera
efectiva en campo. A pesar de que la efectividad de éste método en organismos
calcareos ha sido demostrada, esto solo fue hecho para el alga coralina geniculada
Corallina officinalis y se encontré tasas de crecimiento similares en campo y en

laboratorio (Andrake y Johansen, 1980).

Las ACG precipitan CaCOj en las paredes celulares de sus intergeniculas, por
medio de un mecanismo mediado por una matriz organica (i. e. pared celular) la cual
regula la formacién y crecimiento de los cristales de CaCOj; (Borowitzka, 1987). Estas
algas coralinas calcifican en luz y oscuridad y se ha demostrado que la fotosintesis
aumenta la calcificacidn, pues las tasas de calcificacion siempre son mayores en
condiciones de luz (Borowitzka, 1981). Aunque se han sugerido distintos mecanismos
de calcificacién en estas algas, el como calcifican e incorporan carbono inorganico (C;)
para este proceso permanece incierto. Por otro lado, dependiendo de la especie y su area

de cobertura, estas algas pueden contribuir significativamente en los aportes de




sedimentos calcareos y ser fuente importante de reduccion de C; disuelto, sin embargo
las tasas de calcificacion para muchas especies son desconocidas. (El Haikali ef al.,

2004; Steller et al., 2007)

En la costa de Baja California, existen al menos cinco géneros de ACG que
habitan la zona intermareal. Estas se extienden hasta latitudes mas templadas y pueden
encontrarse en altas densidades (Aguilar-Rosas, 1981; Abbot y Hollenberg, 1978;
Liining, 1990). En el intermareal la irradiancia puede superar los 1400 pmol quanta m™s”
'y logra ser suficiente para saturar la fotosintesis (Pefia-Manjarrez, ef al. 2005; Vasquez-
Elizondo, observ. pers.). Al igual que la temperatura, cambios significativos de
irradiancia pueden registrarse en escalas cortas de tiempo estan en funcion de las
mareas, angulo de incidencia solar y oleaje. Conocer el efecto de las variaciones de
irradiancia y temperatura sobre la fotosintesis, es critico para identificar y entender los
mecanismos con los cuales se regula su maquinaria fotosintética y puede explicar el

grado de tolerancia y nivel de competencia con respecto a otras especies.

El TE puede ser un buen y rapido estimador de la fotosintesis, sin embargo es
necesaria una validacién con métodos tradicionales. Por tal motivo, la comparacion
simultanea entre la fluorescencia de la clorofila y la evolucién de O, es necesaria para
correlacionar ambos métodos. La calcificacion, al igual que la fotosintesis, causa una
disminucién del carbono inorganico disuelto. No obstante, es necesario cuantificar sus
tasas de calcificacion asi como su crecimiento para inferir su rol en los flujos de
carbono. Por lo anterior, es critico estudiar el metabolismo fotosintético, el crecimiento y

calcificacion en estas algas.



1.1 ANTECEDENTES GENERALES

La respuesta tipica de las algas con respecto a la irradiancia y temperatura, se
puede observar en las curvas fotosintesis-irradiancia (P-E, Geider y Osborne, 1992).
Ademas, los parametros fotosintéticos que se obtienen de ellas como la fotosintesis
maxima (Pnay), eficiencia fotosintética (alfa 6 o) y el coeficiente de subsaturacién (Ey),
pueden ser buenos indicadores de la regulacién de la fotosintesis a corto o largo plazo 6
a un cierto grado de aclimatacion (i. e. temperatura, Henley, 1993). Por ejemplo, en el
alga coralina no geniculada Lithothamnion coralliodes se encontrd una relacion directa
de los valores de P,y y Ex con la temperatura (> en verano, Martin ef al., 2006). Por otro
lado en el rodolito L. margaritae en incubaciones a distintas temperaturas se encontro
que la Ppax y el Ex aumentaron desde los 10 hasta los 25°C. Los de valores o en cambio,

mostraron poca variacion en las incubaciones (Steller ef al., 2007).

Existen distintos mecanismos de fotoproteccion en las algas, y muchos se
relacionan a una disipacién de calor o quenching no fotoquimico (NPQ) y generalmente
ocurren en la antena del aparato fotosintético. Su principal funcion es suprimir el dafio
oxidativo del aparato fotosintético y aunque son rapidamente reversibles, reducen la
eficiencia fotoquimica o capacidad de evolucionar O, (Krause y Weis, 1991; Deming-
Adams y Adams, 1992; Maxwell y Johnston, 2000). El ciclo de las xantofilas es uno de
los principales mecanismos fotoproteccion en algas (Osmond, 1994; Nyyogi, 1999). Este
ciclo consiste en la rapida conversion de las xantofilas violaxantina (Vio) 6
diadinoxantina (Ddx), a zeaxantina (Zea) via anteraxantina (Ant) o diatoxantina (Dx) en

condiciones luminicas altas. Mientras que la Zea y Dx disipan energia en forma de calor,



son transformadas a Vio 6 Ddx en condiciones bajas de luz y transfieren energia a la
clorofila a. Estos ciclos ocurren en la mayoria de las algas, excepto en las algas rojas.
Sin embargo se demostré la presencia de Vio, Ant y Zea en algunas Rhodophyta
incluidas las ACG (Schubert ef al., 2006). Otro mecanismo de fotoproteccion se asocia a
una disipacion de calor de los centros de reaccién del PSII, los cuales dejan de transferir
energia momentaneamente (Gorbunov ef al., 2001). Los estados de transicién, ocurren
cuando existe una desbalance en la energia absorbida por los dos fotosistemas (I y II). El
resultado es una migracion de la antena del PSII al PSI 6 viceversa y una reduccion en el
area de absorcion de la antena. Finalmente, hay mecanismos de induccién rapida al
NPQ, pero de disipacion lenta (Schubert, 2008). Una vez que la capacidad de
fotoproteccion se agota, puede ocurrir una fotoinactivacion que se asocia a un fotodafio
(fotoinactivacion irreversible) y ocurre en los centros de reaccion. En condiciones
excesivas de irradiancia existe una acumulacién de transportadores reducidos, aumenta
la probabilidad de formacién y reaccion de radicales oxidantes con los centros de
reaccion, los cuales pueden degradar a la proteina D1. Si la tasa de degradacion
sobrepasa a la sintesis, existe un fotodafio (Aro ef al., 1993; Osmond, 1993;
Blankenship, 2002). Al igual que la fotoproteccion, la fotoinactivacion reduce eficiencia
fotoquimica y tasa de fotosintesis maxima pero su recuperacion necesita de un mayor
tiempo (horas), pues el mecanismo de reparacién implica una sintesis de novo de

proteinas (Osmond, 1994).

Una forma de estimar lo anterior es mediante la obtencion de ciertos parametros

a partir de la fluorescencia de la clorofila del PSII. La proporcion de la fluorescencia




variable (Fn-Fo=F,) a la fluorescencia maxima (F,,) denominada eficiencia cuantica
maxima (Fy/Fp) en tejidos adaptados a oscuridad y la misma proporcién en condiciones
de luz denominada eficiencia cuéntica efectiva (AF/F,) pueden ser indicadores del
estado fisiologico del PSII. Valores bajos del F,/F,, después de un tratamiento de luz
alta, reflejan que la capacidad maxima para realizar fotosintesis ha sido alterada. Lo
anterior es principalmente por un decremento en Fy, por un aumento en el NPQ.
Estimando los tiempos de recuperacion del F,/F,, pueden identificarse los mecanismos
de regulacion. Tiempos rapidos se asocian a la fotoproteccién (minutos) y tiempos lentos
de recuperacion (horas/dias) se asocian a un fotodafio (Maxwell y Johnston, 2000). Por
ejemplo, se encontré que en dos morfotipos de Corallina elongata (luz y sombra) en
experimentos de exposicion a luz alta (1h) y recuperacion, la reduccion y tiempo de
recuperacion del Fy/Fy, fue mayor para el morfotipo de sombra. Ambos morfotipos
decrecieron més del 50% de su valor inicial de Fy/Fy,. Sin embargo, después de una hora
de recuperacion el morfotipo de luz alcanzd casi en su totalidad su valor inicial mientras
que el morfotipo de sombra solo alcanzo una recuperacion del 50% después de 5 horas
(Héder ef al., 1997). Resultados similares se encontraron para los morfotipos de C.
officinatis (Hader et al., 2003). En ambos estudios el morfotipo de luz mostrd una
capacidad mayor para disipar calor. Por otro lado, para otras ACG y algas rojas con
composicién pigmentaria parecida, en experimentos similares (exposicion y
recuperacion y estimaciones de F,/Fy, y evolucion de O,), se encontrd que un mecanismo
de disipacion de calor rapida (reduccién rapida del F,/F,,) y una recuperacion lenta no

asociada a un fotodafio regulan la fotosintesis en irradiancias altas (Schubert, 2008).




Tabla I Tasas de crecimiento reportadas bajo distintas condiciones en algunas especies

de algas coralinas geniculadas.

Especie Crecimiento (mm mes™)

Condicién

Fuente

Corallina officinalis

Calliarthron
tuberculosum
Corallina officinalis var
chilensis
Calliarthron
cheilosporoides

Corallina officinalis

1.7
0.83
1.6

12y14

Coltart y Johansen
(1973)
Johansen y Austin
(1970)

Foster (1975)

Foster (1975)

Andrake y Johansen
(1980)

Laboratorio (12-16[1C)
Campo
Campo
Campo

Campo y Laboratorio




El transporte de electrones (TE) comtinmente se ha correlacionado con la
evolucion de oxigeno. Aunque para las ACG no existe ningtin estudio que demuestre lo
anterior, se sabe que para algunas macroalgas esta relacion es dependiente de la especie,
luz y otros factores. De manera general se sabe que para especies como Ulva lactuca, y
Ulva fasciata, Ulva australis y Porphyra columbina existe una relacion lineal a
irradiancias debajo de la saturacion, sin embargo esta linealidad se pierde a irradiancias
altas (Beer et al., 2000; Franklin y Badger, 2001; Longstaff et al., 2002; Cabello-Pasini

y Figueroa, 2006).

Con respecto a la calcificacion, se ha encontrado en algunas ACG, las tasas de
calcificacion bajo saturacién de luz son de aproximadamente el doble que en oscuridad.
Ademds, estas tasas son proporcionales a las tasas de fotosintesis (Pentecost, 1978; Smith y
Roth, 1979; Borowitzka, 1981). La tabla IT muestra las tasas de calcificacion reportadas

recientemente para algunas especies de algas coralinas.

Aunque existen estudios que demuestran cémo funciona el metabolismo
fotosintético, el crecimiento y la calcificacion en las ACG, éstos son escasos, dispersos y
solo en algunos casos tienen continuidad. En México estudios de esta indole son escasos
(Steller et al., 2007; Schubert, 2008). Con la finalidad de entender como se regulan los
mecanismos de fotosintesis y calcificacion en estas algas, es necesario conocer su
capacidad de respuesta bajo condiciones controladas. Esto permitiria tener una vision
mas amplia para realizar estudios en campo y conocer la regulacién del metabolismo en
condiciones variables. Ademas la importancia actual de los organismos calcificantes es

crucial para poder entender qué papel juegan en el ciclo del carbono local.




Tabla II.- Tasas de calcificacién para distintas especies de algas coralinas (geniculadas y
no geniculadas) utilizando la alcalinidad total para estimar la calcificacién. Unidades:
umol CaCOs3 gPS™ h!

Especie Calcificacién Condicioén Fuente
Corallina ellongata 8.9 In situ, variables El Haikali et al. (2004)
Lithothamnion 9.6 In situ, variables Martin ef al. (2006)

coralloides (verano)
33 In situ, variables
(invierno)
Lithophyllum 1.02 10 °C Steller er al. (2007)
margariate
3.6 25 °C
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1.2 HIPOTESIS

o La temperatura e irradiancia aumentaran el metabolismo fotosintético de las
ACG. Los parametros de las curvas fotosintesis-irradiancia, fotosintesis maxima
(Pmax) v €l coeficiente de subsaturacion (Ex) se veran altamente influenciados por
la temperatura mientras que la eficiencia fotosintética (alfa, o)) mostrara poca

variacion con respecto a este pardmetro.

e Condiciones de luz alta (>Ek), causaran un decremento en el eficiencia cudntica

maxima (F/Fy,) y la fotosintesis méxima (Ppyay) en las ACG.

e La recuperacién de la eficiencia cuantica maxima sera rapida (horas) en las

ACG.

e La relacion fotosintesis bruta y transporte de electrones estara correlacionada
positiva y linealmente en las ACG. Esta relacion no se vera alterada
significativamente por efecto de la temperatura, sin embargo la mayor variacion
del modelo lineal se espera irradiancias altas.

e Las tasas de crecimiento en las ACG seran consistentes con lo reportado (<3mm
mes™"). Se esperara encontrar mayores tasas de crecimiento en temporadas mas
calidas.

o Las tasas de calcificacion aumentaran por efecto de la temperatura. Las tasas de

calcificacién seran mayores en condiciones de luz saturante.
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1.3 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la fisiologia de la fotosintesis, el crecimiento y la calcificacion en algas

coralinas geniculadas.

1.4 OBJETIVOS PARTICULARES

Estimar el efecto de la temperatura en la fotosintesis maxima (Ppay), la eficiencia
fotosintética (alfa, o)) y el coeficiente de subsaturacién (Ex) en las algas Bossiella

orbigniana, Corallina officinalis var. chilensis y Lithothrix asperigillum.

Determinar el efecto de las altas irradiancias sobre la eficiencia cudntica maxima
(Fv/F) y la fotosintesis méxima (Pyy,x) en las algas B. orbigniana y C. officinalis

var. chilensis.

Estimar el tiempo de recuperacién del F,/F,, después de altas irradiancias en las

algas B. orbigniana y C. officinalis var. chilensis.

Evaluar el efecto de la temperatura sobre la relacion fotosintesis bruta vs
transporte de electrones en las algas B. orbigniana, C. officinalis var. chilensis'y

Lithothrix asperigillum

Determinar las tasas de crecimiento bajo condiciones de campo en el alga

Corallina officinalis var. chilensis.

Evaluar el efecto de la temperatura en las tasas de calcificacion en condiciones

de luz y oscuridad en las algas B. orbigniana y C. officinalis var. chilensis.
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CAPITULO I1. EFECTO DE LA IRRADIANCIA Y TEMPERATURA SOBRE LA
FOTOSINTESIS, TRANSPORTE DE ELECTRONES Y CRECIMIENTO DE ALGAS
CORALINAS GENICULADAS

1. 1. INTRODUCCION

Las algas coralinas (orden Corallinales), han sido estudiadas recientemente por
su importancia dentro de los flujos de carbono entre otras cosas por su habilidad para
calcificar (Benssousan y Gattuso, 2007; Martin ef al., 2007). A pesar de esto, se conoce
poco de su metabolismo fotosintético. La irradiancia y la temperatura son los dos
principales factores que regulan la fotosintesis en plantas. Aunque afectan distintos
procesos, un aumento de la irradiancia y la temperatura generalmente resulta en un

incremento de la tasa fotosintética (Geider y Osborne, 1992; Falkowsky y Raven, 1997).

Algunas especies de algas coralinas geniculadas (ACG) habitan la zona
intermareal, en donde la irradiancia y temperatura pueden variar y aumentar
considerablemente hasta saturar la fotosintesis. En estas condiciones, mecanismos que
regulan el metabolismo fotosintético se activan. En un primer plano, existe una
capacidad de fotoproteccion asociada a una disipacion de calor por la antena del aparato
fotosintético 6 los centros de reaccion del fotosistema II. Sin embargo, una vez que esta
capacidad se agota, puede existir un fotodafio asociado a una degradacion alta de la

proteina D1 (Maxwell y Johnson, 2000; Gorbunov ef al., 2001; Shubert, 2008).

La proporcion de la fluorescencia variable a la fluorescencia méxima (Fy/Fp), ha
sido utilizada en algas calcéreas para evaluar estrés e identificacién de procesos de

fotoproteccion y/o fotoinhibicién en laboratorio y campo (Héder et al., 1997; Hader et
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al., 2003; Wilson et al., 2004; Schubert, 2008). A pesar de que después de una
exposicion a luz alta, existe una reduccion del F,/F,, asociada a una reduccién a la
evolucion de O,, en algunos casos no es del todo lineal (Schubert, 2008). Por lo tanto
una evaluacién simultinea de la fluorescencia de la clorofila y la evolucion de O, es

necesaria, pues dan una imagen completa de la regulacion de la fotosintesis (Maxwell y

Johnson, 2000).

La estimacion del transporte de electrones (TE) del fotositema I al fotosistema IT
en los cloroplastos ha recibido especial atencion, ya que una relacion lineal con la
evolucion de O, permitiria estimaciones de productividad mas rapido de lo que
comunmente se realizan. Para algunas macrofitas marinas, se ha demostrado una
relacion lineal con la evolucion de O, principalmente en irradiancias por debajo de la
saturacion, pero ha resultado ser dependiente de la historia de luz del individuo,
metodologia utilizada o niveles CO, disuelto (Beer ef al., 2000; Franklin y Badger, 2001;
Longstaff er al., 2002; Figueroa et al., 2003). Para ACG no existe ningtin estudio que
demuestre el efecto de la temperatura en la relacion entre la evolucién de oxigeno y el

transporte de electrones.

En México, solo para el rodolito Lithophyllum margaritae se conocen las tasas
fotosintéticas y de crecimiento y ambas son reguladas por la temperatura (Steller ef al.,
2007). Por otro lado, se han descrito mecanismos de fotoproteccion de rdpida disipacién
de calor, pero de lenta recuperacion después de condiciones luminicas altas para algunas
de las ACG (Schubert, 2008). Considerando que para entender la abundancia y

supervivencia de las ACG es necesario comprender los factores que regulan la fisiologia
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fotosintética, asi como su respuesta a variaciones de irradiancia y temperatura bajo
condiciones controladas, en este estudio se evalud el metabolismo fotosintético en
relacion a la irradiancia y temperatura utilizando la evolucién de O,y el Fy/F,, de manera
simultdnea en las ACG. Por otro lado, se evalué el efecto de la temperatura sobre la
relacion fotosintesis bruta y el transporte de electrones. Finalmente, se realiz6 una

estimacion de su crecimiento en condiciones de campo.

I11.2. MATERIALES Y METODOS

Recolecta de material

Muestras de Bossiella orbigniana, Corallina officinalis var. chilensis y
Lithothrix asperigillum se recolectaron en la zona intermareal de Punta Morro,
Ensenada, Baja California, México. Las muestras fueron transportadas al laboratorio de
Botéanica Marina del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (I10) de la Universidad
Auténoma de Baja California (UABC). Se eliminaron epifitos asi como invertebrados
asociados de las muestras. Los ejemplares fueron colocados en contenedores de 1L con
agua marina filtrada y aeracion constante para promover la circulacién del agua. Los

experimentos se realizaron en un tiempo maximo no mas 24h después de la recolecta.

Evolucion de oxigeno

La fotosintesis de las ACG se evalu6 con métodos polarimétricos. La evolucion
de O; se evalu6 en funcién de la irradiancia y se utilizaron electrodos tipo Clark (Rank

Brothers, Inc., Cambridge, Reino Unido) en segmentos de tejido de aproximadamente 2-
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2.5 gr PH. La calibracion de los electrodos se realizé al agitar una muestra de agua de
mar filtrada para saturarla dé oxigeno y registrar su voltaje. Posteriormente, se burbujeo
nitrégeno para liberar todo el oxigeno y el voltaje fue registrado. Todas las mediciones
se realizaron en cdmaras selladas de 5 mL. Se utilizé un termocirculador para mantener
la temperatura constante, después de un periodo de preincubacién en la oscuridad (0.5-1
h). Como fuente de luz se utilizaron lémparas de haldgeno (Quartzline 150 W) en un
intervalo de flujo de fotones de 0 a 960 pmol quanta m™ s que fue variado con filtros
de densidad neutra (Lee filters, Osram, Reino Unido). La respiracion se evalud en
oscuridad. Para obtener el peso seco de las muestras, el tejido fue deshidratado en una
estufa a 60 °C, hasta obtener peso constante. La evolucion de oxigeno y la respiracion se
evalud entre los 10 y 35°C. El resultado se expreso como curvas fotosintesis irradiancia.
A los datos obtenidos de las curvas, se les ajusto el algoritmo no lineal descrito en Webb
et al. (1974): P=Puax( 1-glovP max)) -R, en donde, P es la fotosintesis a la irradiancia (I),
o es la eficiencia fotosintética, Puay es la fotosintesis médxima y R es la respiracion.
Ademas se calculd el coeficiente subsaturacion Ek; medida de la cantidad de luz

necesaria para saturar la fotosintesis, por medio de la razén: Ppax /o

Fluorescencia

La fluorescencia in vivo del fotosistema II (PSII) se determiné con un
fluorémetro sumergible de pulso de amplitud modulada (DIVING PAM, Walz,
Alemania / PAM 2000). La fluorescencia basal (F,) se determiné después de una
incubacién en oscuridad (aproximadamente 0.5 h). Un pulso saturante de luz actinica

(9000 pmol quanta m™ s, 800 ms) se aplicé para obtener la maxima fluorescencia (Fy,)
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en los tejidos aclimatados a oscuridad. La florescencia variable (F,) se obtuvo por la
diferencia entre Fy, y Fo y la eficiencia cuéntica méxima (Fy/Fy,) es la proporcion Fy a Fy,
(Schreiber et al., 1994). La eficiencia cuantica efectiva del PSII (Opsi, AF/Fpy) se
determino en el tejido bajo condiciones de luz, de acuerdo a la formula descrita por
Schreiber y Neubauer (1990): ®psyy = (Fip> — Fo)/Fre _en donde F, es la fluorescencia
méxima del tejido en luz inducida por un pulso saturante de luz actinica y Fy es el estado

basal estabilizado intrinseco del tejido.
Crecimiento

Para evaluar el crecimiento en condiciones de campo, se utilizo la tincién rojo de
alizarin a una concentracion 0.25gL™" en agua de mar filtrada. Muestras de alga fueron
sumergidas en la tincién por 24h con aeracion constante. Después, los talos fueron
adheridos en rocas con goma epoxica y se dejaron en campo para su posterior
recuperacion. Las algas recapturadas se secaron a la sombra y se llevaron al laboratorio.
El crecimiento se determiné como la elongacién de los 4pices y se evalué al buscar la
marca del colorante en los talos con ayuda de un microscopio estereoscépico. La marca
de alizarin representa el punto de crecimiento antes de iniciado el periodo de incubacién
en campo. La longitud medida se interpret6 como el crecimiento nuevo y se normalizé

por el tiempo para obtener la tasa de crecimiento.
Disefio experimental

Para determinar el efecto de la irradiancia y temperatura sobre la fotosintesis en

B. orbigniana, C. officinalis var. chilensisy L. asperigillum, se evalué la evolucién de
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oxigeno a 10, 15, 20, 25, 30 y 35°C y se utiliz6 una n = 4 para cada especie. Las
muestras se colocaron en las cdmaras de incubacion después de una preincubacién de
30-60 minutos en la temperatura experimental. Antes de iniciar los experimentos, se
burbujeo nitrégeno para mantener los niveles de oxigeno entre el 20%. Los filtros
utilizados para variar la irradiancia se colocaron frente a la fuente de luz. Cada
irradiancia experimental dur6 entre 5-10 minutos. El peso seco de las muestras se estimé

como se menciono anteriormente.

Para evaluar el efecto de la luz alta sobre la fotosintesis de las ACG, se evalud
simultdneamente el F,/F,, y evolucién de O, antes y después de una incubacion de 30
min. a 1000 pmol quanta m™ s™ en segmentos de tejido de B. orbigniana 'y C. officinalis
var. chilensis. Las cdmaras de incubacion de los electrodos de O, se utilizaron para este
experimento. Antes de aplicar el tratamiento se midi6 en oscuridad la respiracion, Ppax
(en 500 pmol quanta m™ sV yla respiracion de nuevo. Los valores de F,/Fy, se
obtuvieron como se mencion6 anteriormente con un flourémetro portatil (PAM 2000)
sin embargo, después de la adaptacion en oscuridad se aplicé un pulso de rojo lejano
(Far red, 5s, para evitar los estados de transicion, ver Schubert, 2008) y después de 5
min. en oscuridad se obtuvo el Fy/Fy,. Después de aplicado el tratamiento, éstos
parametros fueron estimados de nuevo. En este experimento, se establecieron dos

controles, 1) oscuridad y 2) luz tenue (15 pmol quanta m™ s™). Estos disefios fueron

dependientes, en donde el mismo segmento de tejido fue evaluado antes y después del
tratamiento. Los experimentos se realizaron a 20°C y cada tratamiento se replic6 6

veces. El peso seco de las muestras se estim6 como se describié anteriormente. ;
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Para evaluar la recuperacion de los parametros Fy/Fy, Fo, Fy y Fin se expusieron
por una hora a 1000 pmol quanta m? s™' muestras de B. orbigniana 'y C. officinalis var.
chilensis. Después del tratamiento, se estimé la recuperacion de éste parametro en luz
tenue durante 11h en intervalos de una hora. Los valores de F,/F,, se estimaron como se
menciono anteriormente. Solo antes de obtener el primer valor y después de la
exposicion se aplicd un pulso de rojo lejano al tejido (5s). La fibra 6ptica del
fluorémetro se coloco entre 1-2 mm del tejido y se utilizaron clips auxiliares que
mantenian la fibra 6ptica fija con respecto al tejido. Los experimentos se realizaron a

20°C, se utilizé una n = 6 y fue dependiente.

Para determinar el efecto de distintas intensidades luminicas sobre los parametros
de la fluorescencia (Fo, Fy, Fin, Fiy Fy/Fp) v su posterior comportamiento en oscuridad,
segmentos de tejido B. orbigniana'y C. officinalis var. chilensis fueron incubados por
una hora a 250; 500; 1000 y 1800 pmol quanta m™ s’ respectivamente. Antes de la
exposicion, durante y por 30 minutos en oscuridad, se aplicé un pulso de saturacion cada
tres minutos para obtener el Fy/Fy, / AF/Fyyp, con un fluorémetro portatil (Diving PAM).
Para el valor inicial y el primero después de aplicado el tratamiento se aplicé un pulso de

rojo lejano (5s). Los experimentos se realizaron a 20°C.

Para evaluar la relacién entre la evolucion de oxigeno y el transporte de
electrones (TE) con respecto a la temperatura, se realizaron mediciones simultineas de
la evolucion de O,y fluorescencia de la clorofila a 10, 15, 20, 25, 30 y 35° C (n=4). Los
valores de obtenidos de la evolucion de O, de las curvas fotosintesis irradiancia

(fotosintesis bruta= fotosintesis neta + respiracién), fueron utilizados para
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correlacionarlos con los valores de TE. Las estimaciones simultédneas fueron hechas al
introducir la fibra éptica del fluorémetro portétil sumergible (Diving-PAM) en las
camaras de oxigeno a un angulo de 45° del tejido. Los valores de AF/F,, fueron
determinados después de haber obtenido la evolucién de O, en de cada irradiancia
experimental. El TE se estim6 a partir de la siguiente férmula: TTE = (nmol electrones
m? s']) =AQy '0.05 ®pgyy, en donde AQ3, es la absorptancia, calculada como el producto
del espectro de irradiancia integrada entre 400-700 nm; 0.05 es un factor de correccidn

el cual asume la misma cantidad de irradiancia que el PSII y PSI y Dpgiy, es la eficiencia

cuantica efectiva del PSII.

Para obtener el valor de absorptancia del tejido, se realiz6 una aproximacién por
medio de la transmitancia (T, fraccién de luz transmitida por el tejido). Para ello,
muestras de tejido fueron colocadas encima de un sensor PAR 27 conectado a un
radiémetro portatil (LI-1400, LI-COR, Lincon, Nebraska, E.U.) y fueron expuestas a un
100% de luz incidente. La fraccién transmitida resultante, fue corregida por la
absorptancia (A=1-T). A este valor obtenido, se le hizo una correccidn, al realizar el

mismo experimento, pero con algas no pigmentadas (CaCOs)

Para estimar las tasas de crecimiento en el campo, muestras de C. officinalis var-.
chilensis fueron teflidas con rojo de alizarin de acuerdo a lo descrito con anterioridad.
Aproximadamente >30 ejemplares fueron tefiidos y colocados en la zona intermareal
entres los meses de octubre a marzo. Los ejemplares se recuperaron después de 15 dias

de incubacién y el crecimiento se estimé como se describié con anterioridad.
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Analisis estadistico

Para determinar el efecto de la temperatura sobre los pardmetros Py, alfa y Ex,
se utilizaron pruebas #-student para muestras independientes pareadas entre
temperaturas. Lo anterior se realiz6 para cada especie. (Zar, 1996). Para determinar el
efecto de los tratamientos 1000 pmol quanta m™ s™', oscuridad y 15 pmol quanta m™? s™,
sobre la evolucién de oxigeno y el F,/F,, se aplicé una f-student para muestras
dependientes (Zar, 1996). Para determinar diferencias significativas después de la
exposicion de 1000 pmol quanta m™ s™, sobre el Fy/Fi de las algas coralinas, se aplicd
una prueba /-student para muestras dependientes después de aplicado el tratamiento asi
como solo en ciertas horas después de la recuperacion contra el valor inicial (Zar, 1996).
La relacion entre la tasa de fotosintesis bruta y transporte de electrones con respecto a la
temperatura, fue determinada con el método de correlaciéon de Pearson (Zar, 1996). Para
determinar diferencias significativas entre las tasas de crecimiento por mes, fueron
evaluadas con una 7-student para muestras independientes (Zar, 1996). En todos los
casos se probaron los supuestos de homocedasticidad de los datos para las
combinaciones pareadas con una prueba F. En la mayoria de los casos, debido al tamafio
de muestra, se realizaron pruebas andlogas no paramétricas para corroborar el resultado
(Wilcoxon para muestras dependientes 6 independientes, dependiendo del caso). Para
todas las pruebas alfa (o) fue establecido en 0.05, y todas las pruebas fueron de dos colas

(Zar, 1996).
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11.3 RESULTADOS

Se observé una variacion de la fotosintesis en relacién a la temperatura e
irradiancia para las algas coralinas geniculadas Bossiella orbigniana, Corallina
officinalis var. chilensis 'y Lithothrix aspergillum (Fig. 1). Las curvas fotosintesis-
irradiancia mostraron una tendencia similar a los cambios de temperatura (10-35°C). En
general, se observé una saturacién de las curvas fotosintesis-irradiancia para todas las
especies a aproximadamente 200-300 pmol quanta m™ s™. La pendiente inicial de la
curva fotosintesis-irradiancia fue similar para las tres especies en la mayoria de las
temperaturas utilizadas. Por otro lado, la fotosintesis méxima para las tres especies se
incremento en relacion a la temperatura, excepto a 35°C, en donde se observé un

decremento.

Los parametros fotosintéticos variaron en relacion a las especies estudiadas y a
las temperaturas experimentales (Fig. 2). La fotosintesis maxima (Pnax), para las tres
especies, se incrementd con respecto a la temperatura hasta llegar a un valor maximo en
25°C para B. orbigniana 'y C. officinalis var. chilensis y a 30°C para L. aspergillum (Fig.
2A). Después de este maximo se observo un decremento, hasta alcanzar valores
similares a los obtenidos a las temperaturas mas bajas. En general, los valores de Pax
fueron dos-veces més altos en L. aspergillum, que en C. officinalis var. chilensis 'y
cuatro-veces mas altos que en B. orbigniana. Se observaron diferencias significativas
(P<0.05) para las tres especies entre cada uno de los valores de P, con respecto a la

temperatura (apéndice, Tabla I).
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Figura 1.- Curvas fotosintesis irradiancia con respecto a la temperatura (10-35°C). A,
Bossiella orbigniana; B, Corallina officinalis var. chilensis y C, Lithothrix aspergillum.
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Figura 2.- Parametros fotosintéticos obtenidos de las curvas P-E, para las algas coralinas
geniculadas Bossiella orbigniana, Corallina officinalis var. chilensis 'y Lithothrix
aspergillum, con respecto a la temperatura. A, Tasa de fotosintesis maxima (Ppay); B,
Pendiente inicial de la curva (o)) y C, Coeficiente de subsaturacion (Ey).
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La pendiente inicial de la curva fotosintesis irradiancia (o), mostro un ligero
aumento a medida que la temperatura se incremento, sin embargo este no fue
pronunciado para ninguna de las tres especies (Fig. 2B). Los valores de o, encontrados
para las tres especies estudiadas fueron de aproximadamente 1 pmol O, gPS™ h™! (pmol
quanta m™s™)". El valor méximo de o, se registro a los 30°C en Para C. officinalis var.
chilensis y B. orbigniana mientras que en L. aspergillum el méximo valor fue a 35°C
(incrementéndose mas de tres-veces en relacion las otras dos especies). Con la excepcion
de los valores a.a 30 y 35°C en B. orbigniana y L. aspergillum, no se observaron
diferencias significativas (P>0.05) para el resto de las temperaturas y especies (apéndice,

tabla IT).

De una manera similar al P,y €l coeficiente subsaturacion (Ex) mostrd un

incremento con respecto a la temperatura hasta alcanzar un valor maximo entre los 20 y
25°C (Fig 2C). Después de los valores maximos, se observé un decremento del Ey, al
incrementarse la temperatura. Ademas, éste pardmetro fue el que presento mayor
variacion entre los valores promedio. Los valores Ey para B. orbigniana'y C. officinalis
var. chilensis fueron muy similares entres si, con la excepcién de las temperaturas
extremas (10 y 35°C). Lithothrix aspergillum, aunque present tendencias similar a las
otras especies, sus valores siempre fueron mayores (algunas veces del doble) con
respecto a las demds especies. Los valores maximos de Ey, variaron para las tres
especies y fluctuaron entre 230-160 pmol quanta m? s'. De manera general, diferencias ‘
significativas fueron encontradas al comparar los valores de temperaturas altas (30 y |

35°C) contra los valores de temperaturas més bajas, <20 °C (apéndice, tabla III).
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Las comparaciones simultaneas entre la evolucién de oxigeno y la eficiencia
cudntica maxima del PSII (F\/Fy) en C. officinalis var. chilensis y B. orbgniana,
mostraron un claro decremento bajo condiciones de luz alta. Mientras que el Py, se
redujo significativamente entre un 30% (P<0.05), la reduccion significativa del F,/F,
(P<0.05) fue de aproximadamente 75% aproximadamente de sus valores iniciales. En
contraste con lo anterior, las muestras incubadas en oscuridad y luz tenue mostraron un
incremento de entre el 10-20% de su valor inicial para P nax y Fy/Fp (Fig. 3). Sin
embargo, los incrementos de estos valores no fueron estadisticamente significativos

(P>0.05, apéndice, tabla IV).

Después de una hora de luz alta (1000 pmol quanta m™ s-1), los valores del
Fy/Fm, se redujeron un 80% (P<0.05) de su valor inicial para B. orbigniana'y C.
officinalis var. chilensis (Fig. 4A, apéndice, tablas V y VI). Posteriormente, se observé
un aumento del Fy/F, del 25% aproximadamente de los valores iniciales en las primeras
dos horas de recuperacién. Estos valores fueron distintos significativamente respecto al
obtenido después de la exposicion, y mostraron una recuperacion significativa.
Progresivamente, este pardmetro aumenté de manera similar en ambas especies.
Después de 7 horas de recuperacion los valores del F,/F, se recuperaron en un 80% del
valor inicial para ambas especies. Mientras que en C. officinalis var. chilensis el valor

del Fy/Fr a las 6 horas de recuperacion fue igual a su valor inicial (P>0.05), en B

orbigniana después de 11 horas de recuperacién esto no fue visible (apéndice, tabla VI).

Los parametros derivados de la fluorescencia del mismo experimento mostraron que en

B. orbigniana existi6 un decremento en Fm y solo un ligero aumento de éste a lo largo
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de la recuperacion. Por otro lado, F, mostré un incremento después de la exposicion y
después de dos horas de recuperacion alcanzé valores similares a los iniciales.
Finalmente, los valores de F, se comportaron de manera similar a los de Fm (Fig. 4B).
Para C. officinalis var. chilensis, los valores de F,, siguieron el mismo patrén que en B.
orbigniana, aunque con una recuperaciéon més rapida. Por otro lado, tanto F, como la F 5,

se comportaron similares a B. orbigniana (Fig. 4C).

En B. orbigniana 'y C. officinalis var. chilensis se observd una variacién de los
pardmetros Ft, Fm’ y en la eficiencia cuantica efectiva (AF/F,y) después de aplicar
distintas intensidades luminicas que variaron desde los 250 a los 1800 pmol quanta m”
s-' (Figs. 5, 6). En ambas especies se observo un comportamiento similar. En todos los

casos el valor de Fm’, decreci6 casi 0.2 unidades inmediatamente después de iniciado el

tratamiento luminico. Progresivamente éste pardmetro siguié decreciendo a lo largo del
tratamiento (1h), pero su caida fue menos pronunciada. Con excepcioén del tratamiento
de 250 pmol quanta m™ s™, los valores de Fy en recuperacion, no mostraron un
aumento claro. Por otro lado los valores de AF/F,, en las algas incubadas a 250 pmol
quantam™ s™' tienden a decrecer poco menos del 50% manteniéndose estables durante la
incubacion. Solo para C. officinalis var. chilensis se observé una tendencia al aumento
minutos después de iniciado el tratamiento (Figs. SA, 6A). Contrariamente en los
tratamientos de intensidades mayores, éste pardametro disminuyo casi al 100% los
primeros minutos y se mantuvo asi durante toda la incubacién (Figs. 5B, C, D y 6B, C,
D). El pardmetro F,/Fy, aumento 0.2 unidades después de terminado el tratamiento pero

sin una recuperacion posterior con la excepcién de las algas incubadas en el tratamiento
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de 250 pmol quanta m™ s™'. Finalmente, para ambas especies los valores de Ft se
incrementaron poco después de iniciado el tratamiento con valores casi iguales a los de
Fu. Lo anterior fue observado en todos los tratamientos con la excepcién de los 250
umol quanta m? s, En recuperacion, éste parametro decrecid, hasta alcanzar valores

similares (antes de iniciado el tratamiento).

Los valores obtenidos de absorptancia mostraron que en porcentaje, algas
blanqueadas (B. orbigniana) transmitian el 15% de luz incidente. El valor final de

absorptancia corregido por el de las algas blanqueadas fue de 0.14+.007 (n=10).

Los valores de evolucién de oxigeno y el transporte de electrones (TE) variaron
en relacion a la temperatura e irradiancia para B. orbigniana, C. officinalis var. chilensis
y L. aspergillum (Figs. 7, 8, 9). Para las tres especies, existié una correlaciéon
significativa (P<0.05) desde los 10°C hasta los 30°C. Por el contrario, a 35 °C esta
correlacion no fue significativa. El grado de correlacion para las tres especies vario con
respecto a la temperatura desde 0.70 a 0.93, siendo las correlaciones mas altas entre los
20y 30°C (con excepcién de B. orbigniana, a los 10°C). De manera general para las tres
especies se observo poca variacion del modelo lineal a irradiancias bajas (por debajo de
los 5 pmol & m™ s™). Sin embargo, después de la saturacion se observé la mayor
variacion del modelo en donde existié un aumento del transporte de electrones, pero una
saturacion del oxigeno. En todas las temperaturas y para las tres especies los valores del
TE estuvieron por debajo de los 30 pmol e m™ s™!, mientras que los valores de oxigeno
estuvieron por debajo de 0.1 pmol O, gPS™ s y se obtuvo como resultado una

pendiente de la relacion por encima del valor teérico de 4.
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Figura 3.- Efecto de los tratamientos oscuridad, 15 pmol quanta m™ s™ (luz tenue) y
1000 pmol quanta m™ s (luz alta) sobre la evolucion de oxigeno y F,/Fy, después de 30
minutos, expresado como porcentaje de cambio del inicial. A, Bossiella orbigniana, B,
Corallina officinalis var. chilensis.
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Figura 4.- Efecto de luz alta (1000 pmol quanta m™ s) por una hora sobre la
fotosintesis de las algas coralinas y su recuperacion en Bossiella orbigniana y Corallina
officinalis var. chilensis. A, expresado como F,/Fy,; B, seguimiento de los pardmetros F,
Fu y Fy del mismo experimento en Bossiella orbigniana; C, igual al anterior pero en
Corallina officinalis var. chilensis. Las barras negras horizontales representan el tiempo
en recuperacion.
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Figura 5.- Efecto y recuperacion de los pardmetros Fo, Fy, Fin, Frn y Fy/Frn, AF/Fpp
después de 1h a 250, 500, 1000 y 1800 pmol quanta m™ s en Bossiella orbigniana. Las
barras en negro indican oscuridad (recuperacion), las barras claras indican el tratamiento
luminico.
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Figura 6.- Efecto y recuperacion de los parametros F, Fy, F, Fpp y Fy/F, AF/F
después de 1h a 250, 500, 1000 y 1800 pmol quanta m™ s™ en Corallina officinalis var.
chilensis. Las barras en negro indican oscuridad (recuperacién), las barras claras indican
el tratamiento luminico.
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Se observo una variacion en las tasas de crecimiento obtenidas en campo para
Corallina officinalis var. chilensis. Las tasas de crecimiento observadas en para esta
especie noviembre (1.98+0.03 mm mes™) fueron significativamente (P<0.05) mas altas

con respecto a las de marzo (1.13+0.04 mm mes™, apéndice, Tabla VII).
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11.4 DISCUSION

Los resultados de este estudio mostraron que la fotosintesis en las ACG es
regulada por la temperatura. Ademas, se demostré que los valores de F,/F,, son buenos
estimadores de de estrés luminico y existe una regulacién del aparato fotosintético a
irradiancias altas mediante una recuperacion lenta, asociada principalmente a una

fotoinactivacion, una disipacion de calor lenta y a un fotodafio, respectivamente.

Las ACG estudiadas mostraron el tipico efecto de la irradiancia sobre la
fotosintesis, consistente para otros grupos algales (Cabello-Pasini ef al., 2000; Cabello-
Pasini et al., 2003; Schubert, 2008). La actividad fotosintética en todas las temperaturas,
sugiere una alta tolerancia térmica de estas algas, resultado de una adaptacion a la zona
tan variante que habitan. Por otro lado, la disminucién de la actividad a los 10 y 35°C
probablemente indique sus limites de tolerancia térmicos. La influencia de la
temperatura en Py, refleja que en estas condiciones, existe una limitacién de la
actividad enzimatica que regula la fijacién de carbono el cual depende del reservorio de
enzimas disponibles y de la velocidad de éstas para procesar mas energia. Un aumento
en la temperatura, permite que mas NADPH y ATP sean utilizados en la fijacién de
carbono. Los valores mas altos (25-30°C), sugieren que estas algas producen mas
carbono orgénico y crecen mas en verano (temperatura superficial del agua de mar para
la bahia de 18-22°C, Espinosa-Carreén ef al., 2001). Aunque éstos valores se encuentran
por arriba de la temperatura mas alta para la zona, estan en relacion con la variacion y
valores altos de la zona intermareal (i. e. pozas de marea). En comparacion a otras algas

coralinas (rodolitos), las ACG presentaron tasas de fotosintesis mayores (més del doble),
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mas bajas en relacion a otras algas verdes no calcificantes y similares a algas rojas y
otras ACG (Cabello-Pasini et al., 2000; Martin ef al., 2006; Steller et al., 2007;
Schubert, 2008). La poca variacién de a, es probable que se deba a que este pardametro
estd influenciado por la eficiencia de las reacciones fotoquimicas. En consecuencia, se
veria afectada por una aclimatacion a luz (tipo y cantidad), o a la cantidad de clorofila,
lo cual no fue explorado. Ademas provenian de la misma zona (mismo régimen
luminico). Los valores de Ey, estan en funcion del Py, y fueron similares a los
reportados paras ACG intermarealas y algas no coralinas (Cabello-Pasini et al., 2003
Schubert, 2008). En general, las ACG estudiadas presentaron un comportamiento
fotosintético similar en relacion a la irradiancia y temperatura, lo cual sugiere estrategias
similares para habitar la zona. Las mayores diferencias encontradas en el Py, fueron

probablemente a diferencias morfol6gicas como el grosor del talo.

La disminucién encontrada bajo luz alta en Py, puede ser consecuencia de una
fotoinactivacién reversible en donde los centros de reaccién del PSII cesan
temporalmente, pero no existe un fotodafio (Gorbunov et al., 2001). En ambos casos, la
inactivacion contintia reflejaria un decremento en la pendiente inicial de la curva
fotosintesis irradiancia, ya que estd en funcion del nimero de centros de reaccién
activos. Si éstos siguen inactivandose, llega un momento en donde la tasa de
transferencia de electrones no aumenta, entonces, la saturacion de la fotosintesis se
mueve al sistema de reacciones fotoquimicas y como consecuencia una reduccion en
Pmax (Falkowsky y Raven, 1997; Behrenfeld et al., 1998). Un fotodafio, es mas evidente,

pues estd en relacion un decremento en Py, y depende de la tasa de sintesis de D1. A
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pesar de que una inhibicion fue encontrada, esta solo fue entre el 30-40% del valor
inicial, lo cual sugiere, que existié una fotoinactivacion reversible y que su capacidad
inicial se recuperarfa rapido (< 1H). Atin cuando la recuperacion del Py, no fue
estimada, la fotoinactivacion reversible ya ha sido reportado para las ACG en
condiciones altas de luz (Schubert, 2008). En algunos otros casos reducciones en los
valores de Py, se asocian un aumento en la respiracion o fotorespiracion (Herbert y
Waaland, 1988; Henley et al., 1991) pero este no fue el caso para las algas de éste
estudio. La disminucion dréstica y mayor del F,/F,,, sugiere que los mecanismos de
reduccién de éste, no se encuentran asociados a la evolucién de O, (Bose et al., 1988;
Schubert, 2008). Esta disminucion, representa mecanismos de regulacion y proteccion

que decrecen la capacidad fotosintética (eficiencia cuantica) y elevan la disipacién de

calor. En las ACG, esto se pudo asociar a una disipacion de calor alta por medio de ‘
carotenoides como la anteraxantina directamente sobre los centros de reaccién pero no

100% eficiente y puede funcionar como mecanismo a largo plazo y no a corto (i. e. ciclo

de las xantofilas; Schubert, 2008). Es claro que independientemente del mecanismo, la

reduccion de los parametros fue el resultado de estrés luminico como mecanismos ‘
regulacion del aparato fotosintético. Lo anterior se observa mas claro en los controles,

los cuales no presentaron reduccién de ninguno de los parametros estudiados. Esta

recuperacion indica que bajo condiciones no estresantes, hay mecanismos de

reparacién/disipacion que se encuentran activos (i. e. sintesis de D1). Lo anterior

también puede ser corroborado al medir la dindmica de recuperacion del F,/Fp,, que

indica los que han alterado la eficiencia fotoquimica. En experimentos similares, se ha

hecho una diferenciacion de fases (répida y larga) en la reduccién y recuperacién del
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Fy/Fr. Ambas representan mecanismos distintos y la contribucién de cada una puede ser
medida seguin sus proporciones (Hanelt, 1998; Schubert, 2008). En los experimentos
realizados, no se observan las fases del decremento, pero en la recuperacién, ambas
fases son claras. Aun cuando la fase rapida es evidente (3h) y fue mas lenta comparada
con ofras algas coralinas (aprox. 100 min, Schubert, 2008), la tendencia es similar a lo
reportado por el mismo autor, dominando una fase lenta. Esta usualmente se asocia a un
fotodafio, siendo necesaria la sintesis de D1 para la recuperacién (Maxwell y Johnson,
2000). No obstante, al utilizar inhibidores de sintesis de D1 (cloranfenicol), Schubert
(2008) encontré en ACG, que ésta dindmica no se asocia al fotodafio. Contrariamente, se
relacion6 a un mecanismo de proteccion prolongado; una rapida y alta induccién al NPQ
con una disipacion sostenida (horas). En contraste con lo anterior, Héder et al. (1997) y
Héder ef al. (2003), encontraron un mecanismo rapido de recuperacién para los |

morfotipos de luz y lo contrario en los de sombra para C. elongata y C. officinatis.

Los parametros de la fluorescencia por otro lado, mostraron un comportamiento
tipico para la mayoria de los estudios. Una reduccién del Fy, debido a un NPQ, el cual
fue el mayor causante del decremento en el F,/Fy,. Sin embargo después del tratamiento,
parte de la reduccion fue debido a un aumento en F,, y puede ser explicado en términos
de fotoinhibicién (Williams y Allen, 1987; Maxwell y Johnson, 2000) o contribucién a
la sefial de fluorescencia por parte de los ficobilisomas o estados de transicion
(Campbell, 1998, ver més adelante). Independientemente del mecanismo de regulacion
de estas algas (inactivacion reversible, disipacion de calor sostenida y/o fotodafio) existe

un decremento en los valores de Fy/Fy, y evolucién de O, y al menos para el F/Fp, éste
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es sostenido. Esta recuperacion lenta, en su habitat natural puede ser negativo, pues una
perturbacion sostenida (i.e. marea viva) puede ocasionar un fotodafio. Sin embargo lo
anterior no ha sido del todo demostrado en campo para estas algas (ver Héder e al.,

1997 y Héder et al., 2003).

En distintas condiciones de luz, la reduccién drastica del AF/F,,, fue en parte por
un decremento del Fy» debido a un aumento al NPQ (Maxwell y Johnson, 2000). Con la
excepcién de los 250 pmol quanta m™ s™), la reduccion de la Fy, se asocia mas a un
incremento en F; (que en algunos casos iguala a F,,) y no indica necesariamente que la
eficiencia fotoquimica este al minimo. Lo anterior esté relacionado a caracteristicas
particulares de algas rojas, como los estados de transicién o la presencia de
ficobilisomas (ver mas adelante). Bajo irradiancias altas, éste pardmetro debe ser

utilizado con cautela pues puede sobreestimar.

Los resultados obtenidos en la relacion transporte de electrones y fotosintesis
bruta, mostraron un incremento lineal en todo el intervalo de temperaturas utilizadas
excepto a 35°C. De manera general, ambos pardmetros aumentaron medida que la
temperatura se incremento. Lo anterior es consistente con algunos trabajos reportados.
Por ejemplo, Silva et al., (1998), encontré un mismo incremento del transporte de
electrones y la evolucién de oxigeno en Gelidium sesquipedale de distintas
profundidades (< profundidad, > temperatura y > TE y O5). Lo anterior est4 en funcién
de que la maquinaria fotosintética tiene mas capacidad de procesar energia, al aumentar

la temperatura.
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La pendiente inicial de la relacion FB y TE (datos no mostrados) est4 por encima
del valor tedrico de 4 mol " por 1 mol O, evolucionado (i.e. hasta 20 € por menos de
una molécula de O,). La normalizacién hecha para la O, pudo haber sido la causante de
lo anterior, pues esta fue hecha por peso debido al método y morfologia de estas algas
como para normalizar por area. La normalizacién correcta aumentaria la tasa de
fotosintesis y una probablemente una pendiente cercana al valor teérico, no obstante el
grado de correlacion no variarfa mucho. Sin embargo, existen otros factores que puedan
influir en una sobrestimacion del transporte de electrones. El TE representa el flujo
dependiente del PSII de electrones bruto, mientras que la evolucion de O, representa la
fotosintesis neta (menos las perdidas), ademas los electrones pueden ser utilizados en la
respiracion, sobre todo a irradiancias altas (Masojidek ef al.,, 2001). La obtencién
correcta del TE requiere del valor de la eficiencia cuantica efectiva (AF/F,y). Este asume
que la disipacion de calor solo ocurre en la antena, que la sefial de la fluorescencia no es
afectada significativamente por otros sistemas, y que no hay cambios en el 4rea de
absorcion (Genty et al., 1989, discutido en Masojidek ef al., 2001). Sin embargo en
algas rojas y cianobacterias, una antena compuesta por ficobilisomas que puede
movilizarse al PSI (estados de transicion) y cambiar el area de absorcion, la
fluorescencia de los ficobilisomas y el PSI (debido a su proporcion con respecto al PSII)
pueden contribuir a la sefial de F,, y los centros de reaccion pueden disipar calor
(Campbell, 1998; Masojidek ef al., 2001).No obstante, se ha sugerido al menos para
cianobacterias, que esta influencia puede ser casi nula en la estimacion del TE, aunque
para las algas rojas esto no se ha demostrado (Masojidek et al., 2001). Adema4s, Beer y

Axelsson (2004), sugieren que el correcto calculo del TE, esté limitado por un valor
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critico del AF/Fy, (<0.1) pues en U. lactuca, Palmaria palmata, P. umiblicalis, Fucus
serratus y Laminaria saccharina, existi6 un decremento del TE en la saturacion de O, y
una pérdida de la correlacion. Valores cercanos a este limite, fueron encontrados
principalmente en irradiancias altas. Finalmente, la férmula para obtener el TE requiere
de un célculo correcto de la absorptancia. Los métodos adecuados para el calculo de este
factor no pudieron ser utilizados debido a la complejidad y tamafio de las muestras.
Aungque el valor obtenido es muy bajo en relacion a otras especies (Franklin y Badger,
2001; Beer y Axelsson, 2004) puede ser razonable con su metabolismo lento. Ademds,
se ha sugerido que puede cambiar en la misma muestra, en talos de mas de una capa de

células (Franklin y Badger, 2001).

La mayor variaciéon del modelo lineal (saturacién) puede explicarse en términos
de proteccion del aparato fotosintético. Bajo saturacion, es necesario que vias alternas
para el consumo de electrones procesados por el PSII (sumideros de electrones) estén
disponibles. Estas vias, pueden representar un 20% del TE neto del PSII al PSI. En
especies como P. lecuosticta, se explic por una heterogeneidad en la poblacién de PSII
y activacion de vias alternas por luz preferencial, debido a distintas irradiancias
(cantidad y calidad) existiendo un decremento en la antena y un transporte ciclico via
PSI (Figueroa ef al., 2003). El TE ciclico en el PSII, explicé la variabilidad de la
correlacion en U. austrlis, P. columbina y Zonaria crenata, en irradiancias altas y
limitacion de C; (Franklin y Badger, 2001). Este transporte ciclico sucede cuando el
reservorio de plastoquinonas se encuentra reducido y la parte donadora del PSII se

encuentra inhibida (i.e. no pueda donar electrones del H,0), entonces existe un

43




transporte ciclico de electrones via Qb / feofitina— Cyt b- P680, que reduce de nuevo a
P680, sin ningun efecto sobre la evolucion de O, (Prasil ef al., 1996; Franklin y Bagder,
2001). La reacciéon de Mehler explica esta perdida en cianobacterias y algas verdes
(Masojidek et al., 2001; Cabello-Pasini y Figueroa, 2006). En esta, el PSI, via
ferrodoxina dona electrones al O, y forma radicales superoxido, convertidos
rapidamente a peréxidos y como resultado un consumo de O, (Masojidek et al., 2001).
La reduccion de nitrato, explica en parte la discrepancia en U. rigida y U. rotundata
(Figueroa et al., 2003; Cabello-Pasini y Figueroa, 2004). La fotorespiracién en plantas
vasculares y algas que carecen de mecanismos de concentracién de carbono (MCC), han
explicado lo anterior, en condiciones altas de O, (Masojidek et al., 2001; Edwards y
Baker, 1993). Debido al tipo de experimentos realizados, es imposible adjudicar a un
proceso la perdida de la correlacion, aunque la fotorespiracién puede descartarse pues se
utilizaron concentraciones bajas de O,, y una anhidrasa carbénica esta presente en las
ACG (capitulo III). Los resultados obtenidos muestran que el TE, puede ser un
estimador razonable de la fotosintesis sobre todo en irradiancias bajas, pues aumenta
proporcionalmente a la evolucién de oxigeno. No obstante, puede estar sobrestimado por
una sobrestimacién del AF/F,, y de la absorptancia. Por otro lado, si se pretende estimar
una tasa fotosintética, la evolucién de oxigeno puede ser un mejor indicador.
Finalmente, en condiciones luminicas altas, cuando el oxigeno se encuentra saturado, el

TE que no es un buen indicador de la fotosintesis.

Las tasas de crecimiento en este estudio para C. officinalis var. chilensis son

consistentes con lo reportado en la literatura para la misma especie y similares, aunque
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mayores en relacion a algas coralinas no geniculadas (Steller ez al., 2007). La técnica
utilizada, puede ser buen estimador del crecimiento en estas algas (Andrake y Johansen,
1980, Rivera et al., 2004; Steller ef al., 2007). Sin embargo el crecimiento estimado fue
elongacion apical y refleja ademas la incorporacién de CaCO;. No obstante, como
método rdpido y en condiciones de campo es eficiente, sobre todo en sistemas
protegidos. Las diferencias encontradas en términos de elongacién son pequeiias si se
comparan con otras algas coralinas. Por ejemplo para el rodolito L. margaritae, se
encontr6 una diferencia tres-veces mayor en dos estaciones (verano e invierno) y se le
atribuyo a la temperatura dicha diferencia (Steller ef al., 2007). A pesar de que la
temperatura no fue medida, pudo haber influido en las distintas tasas de crecimiento. A
mayor temperatura, estas algas presentan una mayor tasa fotosintética y las temperaturas
promedio para la Bahia de Ensenada son mayores en Noviembre en relaciéon a Marzo
(Pefla-Manjarrez ef al., 2005). Ademas, tampoco se puede descartar una diferencia por

efecto del herbivorismo, desarrollo de partes blandas (geniculas) 6 extension lateral.
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CAPiTULO III. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA CALCIFICACION EN
LAS ALGAS CORALINAS GENICULADAS

II1.1. INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha demostrado que algunos ecosistémas dominados por
algas calcareas rojas (orden Corallinales) influyen en los flujos de carbono, debido a su
fotosintesis, respiracién y principalmente sus tasas de calcificacién (Benssousan y
Gattuso, 2007; Martin et al., 2007). Por ejemplo, el ecosistema mediterrdneo dominado
por Corallina elongata, se considerd un sumidero de CO, atmosférico con una autotrofia
neta de 15 mmol CO, m2d™, Ademas, se determind una tasa de calcificacién del
ecosistema de 8 mmol CaCO; m™> d™! (Benssousan y Gattuso, 2007). No obstante, la
importancia de estas algas coralinas en ecosistemas marinos asi como las tasas de
calcificacion para muchas especies se desconocen y resulta dificil inferir cual es el papel

que juegan en el ciclo del carbono.

Durante la calcificacion, la precipitacion de 1 mol de CaCOs reduce por dos
moles la alcalinidad total (Ar). Por lo tanto, disminuciones de la At en presencia de
algas calcareas, han sido utilizadas como estimaciones indirectas de la calcificacion (El
Haikali ef al., 2004; Kangwe, 2006; Benssousan y Gattuso, 2007; Martin ef al., 2007;
Steller ef al., 2007). Ademas, la determinacion de los cambios de alcalinidad se
considera como un método no destructivo, con suficiente resolucién y practico en

experimentos de corto plazo (Chisholm y Gattuso, 1991).

. . s . vyt . . vy ++
La calcificacion en el medio acudtico es definido mediante la ecuaciéon Ca'+ +

HCO5 > CaCO; + H', pues la mayor parte de carbono inorgénico disponible se
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encuentra en forma del HCO;™ (McConnaughey y Whelan, 1997). Para el caso de las
algas coralinas, la ecuacion anterior implica la entrada de iones HCOs™ a la célula, pues
su mecanismo de calcificacion es regulado por una matriz organica (i. e. pared celular),
la cual regula la precipitacion (calcificacion “trans™) a diferencia de otras algas
calcificantes que no necesariamente requieren la entrada de estos iones (Borowitzka,
1987; McConnaughey y Whelan, 1997). Sin embargo, para entrar en la célula, el HCO5
requiere de su conversién a CO, de manera natural (protonacion), por transporte activo
(proteinas transportadoras) o por medio una anhidrasa carbénica (AC) externa (Granbom
y Pedersen, 1999). Los mecanismos anteriores son denominados mecanismos de
concentracion de carbono (MCC) y se relacionan a la fotosintesis, pues su principal
funcién es proveer a la enzima Ribulosa 1-5 bifosfato carboxilasa-oxigenasa (RubisCO)
un ambiente rico en CO,, Sin embargo, en algas calcificantes el CO, también es sustrato
para la calcificacion. Probablemente el MCC mas comtn sea la AC, cuya funcion es
acelerar enzimaticamente la conversién de HCO; a CO, més rapido de lo que
comunmente sucede en condiciones normales. La AC, ha sido reportada para muchas
especies de macroalgas incluidas algas rojas y verdes (Haglund et al., 1992; Granbom y
Pedersen, 1999; Bjork et al., 1992; Axelsson et al., 1995). Aunque se ha sugerido que las
algas coralinas son utilizadoras de HCOj", no se conoce el mecanismo de incorporacion

de éste ion (Borowitzka, 1987).

En México solo se conocen las tasas de calcificacion del rodolito Lithophyllum
margaritae y se demostrd que estas tasas estan reguladas por la temperatura (Steller ef

al., 2007). En las costas mexicanas del Pacifico, las ACG se encuentran bien
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representadas en la zona intermareal, sin embargo, sus tasas de calcificacion se
desconocen. Ademas, se ha sugerido que presentan un componente metabdlico (luz) y
uno independiente del mismo (oscuridad). Por lo anterior, el objetivo de este capitulo fue
estimar las tasas de calcificacion en las ACG en funcion de la temperatura en luz y
oscuridad, pues una fuerte influencia de este parametro indicaria que la calcificacion es
un proceso regulado metabodlicamente. Ademas, se investigo si existe una AC externa
que sea utilizada por las algas coralinas geniculadas como un mecanismo de

concentracion de carbono.

II1.2. MATERIALES Y METODOS

Recolecta de material

Muestras de Bossiella orbigniana, Corallina officinalis var. chilensis y Lihothrix
aspergillum se recolectaron en la zona intermareal de Punta Morro, Ensenada, Baja
California, México. Las muestras fueron transportadas al laboratorio de Botanica Marina
del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (IIO) de la Universidad Auténoma de
Baja California (UABC). Se eliminaron epifitos asi como a invertebrados asociados de
las muestras. Posteriormente las muestras, fueron colocadas en contenedores de 1L con
agua marina con aeracion constante para promover la circulacion del agua. Todos los
experimentos fueron realizados después de aclimatar el tejido a la temperatura

experimental por una noche.
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Relacion entre peso seco y peso hiimedo

Muestras de B. orbigniana, C. officinalis var. chilensis y L. aspergillum (n> =
50) fueron secadas con una toalla absorbente para remover el exceso de agua y fueron
pesadas en una balanza electronica para obtener el peso himedo. Posteriormente las
muestras se secaron en una estufa a 60°C hasta obtener peso constante. La materia
orgénica seca del tejido se obtuvo al agregar HCI al 10% a las muestras en vasos de
precipitados previamente pesados para descalcificarlas. El dcido fue agregado varias
veces hasta que el CaCOs3 fue eliminado totalmente. El exceso de acido fue removido
por decantacion y el material organico enjuagado con agua destilada. De manera similar
al peso seco, la materia organica seca se obtuvo al secar las muestras hasta obtener peso
constante (>24H). La cantidad de CaCOj seco se estim¢ de la diferencia entre el peso

seco y el peso de la materia organica seca
Calcificacion

La calcificacién de las algas coralinas se estim6 por medio de la técnica de
alcalinidad total (Chisolm y Gattuso, 1991). El fundamento del método asume que la
alcalinidad total (Ar) disminuye en dos equivalentes por cada mol de CaCOjs precipitado.
Las determinaciones de alcalinidad fueron realizadas titulando agua de mar filtrada
incubada en una cdmara sellada de 30 mL con HCI 0.1M. La titulacién se utiliz6 para
protonar las especies de carbono inorganico (COs™+ HCO3") y convertir las bases
disueltas en dcido carbonico (H,COj3). Una computadora conectada a un potenciometro

el cual se encontraba en la camara, registr6 los cambios de pH y el volumen de acido
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agregado. Por medio de la primer derivada se calcularon los valores de la At en relacién
a los valores de pH, en donde se registraron los puntos de inflexién de cambio de las
especies de carbono inorganico (HCOs y H,CO3). Los calculos se realizaron en el
software MATLAB. La camara, el potenciémetro y la integral, son descritas en

Hernandez-Ayon et al. (1999).
Inhibidor de anhidrasa carbdnica externa

Se utilizo el inhibidor acetazolamida (AZ) para inhibir la presencia de una
anhidrasa carbdnica externa (AC). El inhibidor se agregd al medio de incubacion en dos
concentraciones finales 100pM y 700uM en agua de mar filtrada. Una vez en el medio
de incubacion, la muestra era incubada y se esperd por lo menos 10 minutos antes de

empezar las mediciones.
Diserio experimental

Para determinar el efecto de la temperatura en la calcificacion se realizaron
incubaciones de tejido de C. officinalis var. chilensis 'y B. orbigniana en agua de mar
filtrada en a 10, 15, 20 y 25°C. Ademas, estas incubaciones se realizaron en condiciones
de luz saturante (300 pmol quanta m™s™) y en oscuridad. En las incubaciones se utilizo
aproximadamente 8gr PH de tejido en frascos sellados de 1L con aeracién constante para
promover la circulacion del agua. Para mantener la temperatura constante a lo largo de
los experimentos, los frascos fueron colocados en incubadores a las temperaturas
experimentales. De un stock de agua de mar filtrada se tomaba una muestra inicial y los

frascos de 1L fueron llenados. Después de 8h de incubacién, se tomaron muestras de 50
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ml. Tanto a la muestra inicial como a la final se les determinaba la At como se describié
anteriormente. El cambio en alcalinidad total en el agua de mar fue convertido a pg de
CaCO; fijado mediante la siguiente formula: calcificacion (pmol gPS™ h™")=AAr v
(2'PS'At)’l en donde AAr es el cambio de alcalinidad total entre la muestra inicial y final,
v es el volumen de incubacion, PS es el peso seco de la muestra y At es el tiempo de
incubacién. Los pesos secos de las muestras se estimaron de acuerdo a la metodologia

descrita anteriormente. Todas las incubaciones fueron replicadas seis veces.

Para determinar el efecto del inhibidor acetazolamida sobre la fotosintesis y
calcificacion se realizaron tres distintos experimentos. Muestras de tejido de Bossiella
orbigniana 'y Corallina officinalis var. chilensis fueron incubadas en las cdmaras para
medir la evolucion de oxigeno (cap II). Las mediciones se efectuaron estimando la tasa
de fotosintesis maxima (Ppaex a 500 pmol quanta m™ s™') antes y después de agregar el
inhibidor. En estos experimentos, se utiliz una concentracion final de AZ a 100uM. Un
control fue establecido sin inhibidor y se realizaron seis replicas por tratamiento

(inhibidor y control).

Para demostrar el efecto de la AZ en la calcificacion, se realizaron las mismas
incubaciones para determinar la At como se describié anteriormente en muestras B.
orbignianay C. officinalis var. chilensis. A diferencia de los experimentos anteriores,
este disefio fue independiente en donde solo se compard el efecto final del inhibidor
sobre la tasa de calcificacién en relacion a un control (sin inhibidor). Se realizaron dos

experimentos iguales en donde solo cambio la concentracion del inhibidor 100pM y
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700pM). Estos experimentos fueron replicados tres veces y realizados en condiciones de

saturacion de luz.
Andlisis estadistico

Para determinar el efecto de la temperatura sobre las tasa de calcificacion se
realizaron pruebas f-student pareadas para muestras independientes, para ambas
especies. La misma prueba fue realizadas para los valores de calcificacién en oscuridad
(Zar, 1996). Para determinar el efecto del inhibidor AZ en la fotosintesis de las algas
coralinas se realiz6 un estadistico f-student para muestreas dependientes para probar el
efecto después del tratamiento (Zar, 1996). Finalmente para determinar el efecto
inhibidor AZ en la calcificacién de algas coralinas, se probaron diferencias entre el
control y el experimento con una prueba 7-student para muestras independientes (Zar,
1996). En todos los casos se probaron los supuestos de homocedasticidad de los datos
para las combinaciones pareadas con una prueba F. Para la mayoria de los casos debido
al tamafio de muestra, se realizaron pruebas analogas no paramétricas para corroborar el
resultado (Wilcoxon para muestras dependientes ¢ independientes, dependiendo del
caso). Para todas las pruebas alfa (o) se establecié en 0.05 y todas las pruebas fueron de

dos colas (Zar, 1996).
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111.3. RESULTADOS

La proporcién entre peso himedo a peso seco vari6 en promedio entre 1.45-1.72,
para Bossiella orbigniana, Corallina officinalis var. chilensis y Lithothrix aspergillum,y
fue mayor para ésta ultima. Por otro lado, el contenido promedio de CaCOs de estas
especies varid entre 81-83% en talos secos. Ademas la proporcién entre el peso seco y la
materia organica seca vari6 entre 5.52-6.08 aproximadamente para las tres especies, y

fue mayor para C. officinalis var. chilensis y menor para B. orbigniana (Tabla III)

Los resultados mostraron en ausencia de algas coralinas que no existieron
fluctuaciones en la alcalinidad del agua de mar al utilizar aeracién constante durante 8 h
(Fig. 10A). Ademaés, se observé una disminucién de la alcalinidad del agua de mar lineal
cuando muestras de B. orbigniana 'y C. officinalis var. chilensis fueron incubadas hasta
por 8h (Fig. 2B). Una vez establecida esta disminucién lineal durante las primeras 8 h de

incubacidn, éste tiempo fue utilizado para todos los experimentos.

Se observo una variacion en las tasa de calcificacién con respecto a la
temperatura en luz para B. orbigniana 'y C. officinalis var. chilensis (Figs. 11A, B). En
B. orbigniana se observo un incremento en la tasa de calcificacion a medida que la
temperatura se incremento, con una tasa maxima a los 25 °C (casi tres-veces mayor que
lo observado a 10°C). De manera similar, para C. officinalis var. chilensis, se observé un
incremento con la temperatura, sin embargo éste no fue tan pronunciado y el valor
maximo se registrd a los 20°C con un decremento posterior a los 25°C. Bajo estas

condiciones, las tasas de C. officinalis var, chilensis la mayoria de las veces fueron dos-
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veces mayor que para B. orbigniana (excepto a 25 °C). De manera general, las tasas de
calcificacion fueron estadisticamente significativas (P<0.05) entre las temperaturas para

ambas especies, con algunas excepciones (apéndice, tabla VIII).

En contraste con lo observado en las incubaciones de luz, en general las tasas de
calcificacion de ambas especies, no mostraron cambios significativos en las
temperaturas (P> 0.05, apéndice, tabla IX). La mayoria de las veces, las tasas de
calcificacion en oscuridad fueron dos-veces menores que las observadas en luz. Mientras
que para B. orbigniana los valores oscilaron entre 1-2 pmol de CaCOs3 gPS™ h™', los
valores de C. officinalis var. chilensis, se mantuvieron relativamente constantes en 2
pmol de CaCOs gPS™ h' a lo largo de las temperaturas experimentales. La proporcion
de la calcificacion luz:oscuridad, para ambas especies, en donde no mostr6 ningin
patrén con respecto a la temperatura, con valores oscilando entre 1.7 y 3.3 para ambas

especies (tabla IV).
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Tabla II1.- Relacion entre los pesos humedos, pesos secos, contenido de CaCO3 y

materia orgdnica seca para las algas coralinas estudiadas.

Especie PH: PS CaCO; PS (%) MOS (%) PS : MOS n
Bossiella orbigniana 1.59+0.031 82.46+1.16 17.53 +1.16 552+029 50
Corallina officinalis

var. chilensis 1.45+0.07 83.07+3.08 16.07 +3.08 6.08+1.01 62
Lithotrix aspergillum 1.72 +0.25 81.5+3.9 18.45+3.9 562+1.07 62

MOS, materia orgénica seca.
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Figura 10.- Cambios de la alcalinidad total en incubaciones de 8h. A, control del
método, agua de mar filtrada con aeracién contante; B, parte lineal de la disminucién de
la alcalinidad total acumulada, normalizada por gramos de peso seco en Bossiella
orbigniana.
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Figura 11.- Efecto de la temperatura en luz y oscuridad sobre la tasa de calcificacién. A,
Bossiella orbigniana; B, Corallina officinalis var. chilensis.
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Tabla IV.- Proporcion entre la calcificacion en luz y oscuridad para las algas coralinas

geniculadas

Temperatura (°C) / Especie  C. officinalis var. chilensis B. orbigniana
10 3.29 2.10
15 1.75 2.30
20 3.35 2.77
25 2.19 227
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Al aplicar el inhibidor acetazolamida se encontr6 que las tasas de fotosintesis
maxima disminuyeron significativamente un 60% aproximadamente de su valor inicial
para ambas especies (P<0.05). De manera contraria, se observé un aumento del .
los controles del 20-30% (Fig 12, apéndice, tabla X). Por otro lado, se encontrd una
disminucion de las tasas de calcificacién por efecto del mismo inhibidor al utilizar las
concentraciones de 100 y 700 uM. Al utilizar una concentracién de 100 M, la
calcificacion de C. officinalis var. chilensis disminuy6 un 30% con respecto al control
(P<0.05), mientras que la tasa de calcificacion de B, orbigniana solo disminuy6 un 10%
(P>0.05) con respecto al control. Al aumentar la concentracién del inhibidor (700 pM)
las tasas de calcificacion se inhibieron més del doble con respecto a los experimentos
anteriores. Para ambas especies estos decrementos fueron significativos (P<0.05),
mientras que en B. orbigniana fue del 70% del control, en C. officinalis var. chilensis

fue del 50% (Fig. 13, apéndice, tabla XI)
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Figura 13.- Efecto del inhibidor acetazolamida (AZ) sobre la calcificaciéon de Bossiella
orbigniana'y Corallina officinalis var. chilensis, expresada como % del control,
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1I1.4. DISCUSION

Los resultados de este estudio mostraron que la influencia de la temperatura fue
de poca magnitud sobre la calcificacién en luz y no evidente en oscuridad. Las altas
tasas de calcificacion en luz con respecto a la oscuridad, sugieren un aumento de la
calcificacion por la fotosintesis. En oscuridad, la respiracion y la ausencia de
fotosintesis, puede limitar la calcificacién. Finalmente, se demostré la presencia de una
anhidrasa carbonica externa, que al inhibirla, las tasas de fotosintesis y de calcificacién

disminuyeron de manera significativa.

Las ACG presentan un talo conformado casi en un 85% de CaCO; similar a lo
reportado para estas algas. Lo anterior indica que aproximadamente el 15% de estas
algas esté constituido de materia orgénica, y su produccién puede ser mayor a lo

normalmente estimado, si se utiliza otro tipo de normalizacién (i.e. g mat. org.).

En condiciones de luz se mostr6 que la calcificacion es un proceso influenciado
por la temperatura y aumenta la calcificacion hasta cierto punto. Los resultados
obtenidos, son consistentes con lo reportado para el alga coralina Phymatolithon
calcareum en donde también se encontr6 un efecto similar de la temperatura (King y
Schramm, 1982). La actividad de una ATPasa puede que esté presente en éste proceso.

Esta enzima facilita la incorporacién de Ca™ mediante un intercambio de H', el cual

promueve la conversién de de HCO;™ a CO, (McConnaughey y Whelan, 1997). Por lo
tanto, esta actividad puede ser regulada por la temperatura. La magnitud de las

diferencias no fueron tan grandes, esto pudiera indicar que existié alguna limitacién no }
|
|
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contemplada (i. e. [Ca""]), o los experimentos pudieron haber requerido mayor tiempo

de aclimatacion a la temperatura.

La mayor calcificacién en luz en relacién a oscuridad es consistentes con trabajos
previos, asi como la proporcién de estos (L:O, Tabla II) la cual variaba de 1-3
(Pentecost, 1978; LaVelle, 1979; Borowitzka, 1981; El Haikali et al., 2004; Benssousan
y Gattuso, 2007; Martin et al., 2007; Steller ef al,, 2007). Este aumento de calcificacién
en luz ha sido explicado de distintas formas. LaVelle (1979), propuso que parte de este
aumento era debido a una translocacion de compuestos orgéanicos, Ca’" y CO3'2, en
Calliathron tuberculosum, de intergeniculas adyacentes a los apices (no pigmentados).
Esto fue evidente cuando iluminaba las intergeniculas adyacentes, y la calcificacion en
los dpices (no iluminados) era estimulada. Lo anterior se explicd por una unién de iones
Ca"™ a compuestos organicos, los cuales eran translocados, sin embargo se dio mas
¢nfasis a un transporte de OH, el cual estimulaba la alcalinizacién. Esto puede ser de
poca influencia en este trabajo pues no se hizo una separacion de apices, aunque en
menor magnitud los productos translocados pudieran permitir que se sintetizaran més en
las partes no apicales. Por lado Borowitzka (1987), propone una alcalinizacién en
espacios celulares debido a la incorporacién del CO, durante la fotosintesis que favorece
la formacién de CO3. Ademaés, explica que la matriz orgénica (pared celular), y su
composicion (productos derivados de la fotosintesis), actiian como sitios de nucleacién,
atraccion y unién de iones Ca'", similar a lo explicado por LaVelle (1978). Con respecto
a esto Ultimo, Bilan y Usov (2001), sugieren que la presencia de xilogalactanos

sulfatados y alginatos (polisacaridos unicos del grupo Corallinales, pero inusuales en las
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algas rojas y caracteristicas tinicas de éstos compuestos) tienen un papel muy importante
en el proceso de calcificacion, y tienen gran influencia en la formacién de calcita y no
aragonita como la mayoria de las algas calcificantes, asi como la atraccién de iones
Ca"™. La medida en que esto puede ser observado en los resultados debido a los tiempos
de incubacién permanece incierta. A corto plazo se ha propuesto que los productos e la
fotosintesis, juegan un papel importante de manera energética en la calcificacién
(LaVelle, 1978). Con base a lo anterior, cualquier mecanismo de concentracién de
carbono en la célula, promoveria una tasa de fotosintesis, una mayor produccién (bajo
saturacién de luz) y finalmente una mayor calcificacién. Los resultados obtenidos

pueden ser un efecto mediano plazo de una produccién y translocacién de polisacaridos

que actian como componentes de la matriz orgénica. Ademés, el CO; fijado en la

fotosintesis, puede ser utilizado en la calcificacién (Borowitzka, 1987).

Las bajas tasas de calcificacion en oscuridad, también son consistentes con
los trabajos citados previamente, aunque de magnitudes distintas. En otros casos,
también se ha visto una disolucién del CaCOj para algas coralinas incrustantes (Gattuso
et al., 1997) o bien calcificacién nula para de L. maragaritae. (Steller et al., 2007). La
calcificacion en oscuridad, ha sido explicado como una actividad metabélica residual de
la luz, pero con una reduccion significativa (El Haikali et al., 2004). Por otro lado, se ha
mencionado de una calcificacién independiente del metabolismo (Pentecost, 1978;
LaVelle, 1979; Borowitzka, 1987). No obstante, lo anterior seria poco probable, pues
como se demostrd, una ATPasa puede estar funciona como acarreadora de iones Ca'™.

Ademds, la fuente de carbono inorgénico disponible (HCOj"), necesitaria su conversién
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a CO; para entrar a la célula o bien por medio de un transporte activo, implicando
actividad metabdlica. También es posible que el CO, disponible pueda entrar por
difusion y ser utilizado para la calcificacion, en ausencia de la fotosintesis, aunque, el

medio &cido creado por la respiracién (ver més adelante) puede promover la disolucion.

La respiracion, puede jugar un papel importante en las bajas tasas de
calcificacién en oscuridad. Este proceso implica una disminucién del pH (datos no
mostrados), y crea un ambiente acido que promueve la disolucién del CaCOs. Aunque lo
anterior no puede demostrarse de manera clara, puede que tenga un papel importante en
los tiempos de incubacion largos (ver adelante). Por ejemplo en L. margaritae, no se
encontro una calcificacién en oscuridad después de 60h de incubacién. Puede entonces
que si exista una calcificacion, sin embargo a largo plazo, la respiracion disuelva el
CaCO; nuevo. Finalmente una limitacién de O,, la cual limita respiracion y
eventualmente la calcificacién, puede ser descartada pues los experimentos se
encontraban con aeracién constante durante las incubaciones. No obstante, la ausencia

de fotosintesis es el principal factor de disminucién en las tasas de calcificacién.

El efecto de la temperatura a diferencia de lo encontrado en la calcificacién en
condiciones de luz saturante, no fue muy claro. Probablemente las diferencias
encontradas, se deban a un remanente grande en la calcificacion aumentada por la luz
(ya que las muestras fueron las mismas durante las incubaciones luz-oscuridad). En
general, aun cuando las diferencias entre las temperaturas no son tan amplias (i.e. luz), la
temperatura podria regular la calcificacion, pues si la fotosintesis aumenta la

calcificacion y es regulada por la temperatura, regularfa indirectamente la calcificacion.
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Al igual que las tasas de fotosintesis, los mayores valores encontrados para ambas

especies, sugieren que este grupo calcifica mas en verano.

Con la excepcién del alga coralina no geniculada L. margaritae, las tasas de
calcificacion reportadas en la literatura para algunas especies de algas coralinas
(estimadas por Ar) las tasas encontradas en este estudio son menores (Tabla V). Lo
anterior, puede estar influenciado por las distintas condiciones utilizadas pues las
estimaciones fueron hechas in situ. Al contrario que en L. margaritae, en donde las
condiciones y equipo utilizado fueron similares a éste estudio (Steller ef al., 2007). A

pesar de lo anterior, las tasas de calcificacién obtenidas en este estudio se encuentran

dentro del mismo orden de magnitud, y las diferencias maximas fueron de poco més del
doble. De las especies comparadas, la mas importante es C. el/longata, pues debido a sus
tasas de calcificacion, fotosintesis y respiracion se le atribuye una contribucion
importante en los flujos de carbono (ecosistema sumidero de CO,). La diferencia
encontrada en relacion a las especies estudiadas, no fue mayor de cinco unidades (El
Haikali et al., 2004; Benssousan y Gattuso, 2007). Esto sugiere que las ACG estudiadas,
pueden influir significativamente en el ciclo del C local. Sin embargo, para confirmarlo
es necesario evaluar su drea de cobertura y estudiar su calcificacién y fotosintesis en

campo para poder incluirlas en modelos de flujos de carbono.

Este es el primer estudio en donde se reporta una AC externa en estas algas. La
incompleta inhibicién de la fotosintesis, es debido a que bajo condiciones normales
existe una poca proporcion de CO, que puede ser difundirse por la célula. Por otro lado,

la parcial inhibicion de la calcificacion indica que también esta enzima esta involucrada
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en este proceso. En ausencia de una incorporacion directa de HCO3™ (beneficiando
preferencialmente a la calcificacion), el CO, facilitado por la AC, puede ser utilizado en
la calcificacion o en la fotosintesis, lo que sugiere una competencia de ambos procesos
por este ion. En qué medida sea beneficiado un proceso u otro todavia permanece
desconocido ya que en luz ambos procesos son inhibidos. Por otro lado si la AC, se
actua unicamente para proveer CO, a RubisCO, también reduciria significativamente la
calcificacion, pues esta ligada a la fotosintesis. De igual forma, el remanente de
calcificacion indica, que de alguna u otra forma, parte del CO, restante, también pueda
utilizarse en la calcificacion. La consistencia en la disminucion de igual magnitud
después de la inhibicion puede sugerir, que la CA puede actuar preferencialmente hacia
la fotosintesis (;transporte activo de CO,?), y su parcial inhibicién, disminuye la
calcificaciéon. Como se menciono anteriormente, el mecanismo de calcificacién en las
algas coralinas implica una entrada de CO; a la célula, y su posterior conversién a
HCOj5". Con respecto a lo anterior, Borowitzka (1981), encontré un aumento
proporcional de la calcificacién con respecto a la concentracién de CO;? en 4. Jolidcea,
lo cual sugiere que la calcificacion de este grupo esta facilitada por una alcalinizacion del
agua. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que lo anterior puede ser poco
probable, pues al suprimir la actividad de una AC la calcificacién disminuyé mas del 50%,
lo cual sugiere que la calcificacion depende de la entrada de CO,. Probablemente lo
encontrado por este autor sea un mecanismo de acidificacion por medio de protones para
una conversién de CO5;%2 a HCO5™. Por otro lado, el mismo autor encontrd una calcificacion
en tejido muerto (= independiente o con poca influencia del mismo). Lo anterior puede ser

explicado en parte, a que estas algas coralinas precipitan CaCOj en forma de aragonita en
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células cercanas a la parte basal y puede existir una disolucién y segunda precipitacion
en células viejas igualmente, de aragonita, la cual para precipitarse no requieren la
presencia de una matriz organica (Borowitzka, 1987). Lo anterior pudiera ser observado
como calcificacion neta, pues los métodos utilizados no distinguen entre precipitacion de
calcita o aragonita. Mas experimentos son necesarios para poder entender el mecanismo

de calcificacion en estas algas.
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Tabla V.- Comparacion entre las tasa de calcificacion entre distintas especies, incluido

este trabajo. Todas las tasas de calcificacion son en luz. Unidades: pmol CaCO; gPS™ h™!

Especie Calcificacién Condicion

B. orbigniana* 2.1 10°C

2.6 15°C

3.6 20 °C

4.4 25°C

C. officinalis var. 4.2 1§ g &

chilensis*

4.5 15°C

5.8 20°C

3.9 25°C

C. ellongata** 8.9 In situ, variables

L. coralloides*** 9.6 In situ, variables (verano)
3.3 In situ, variables (invierno)

L. margariate**** 1.02 10°C

3.6 25°C

Fuente: *Este estudio; ** El Haikali et al. (2004); *** Martin ef al. (2006); **** Steller ef al. (2007)
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CAPITULO 1V. DISCUSION GENERAL

Los resultados obtenidos en ese estudio muestran como la temperatura regula la
fotosintesis y calcificacion en las ACG. Al igual que para muchas especies de
macroalgas la temperatura puede que sea de gran importancia en la abundancia y
supervivencia de estas algas en condiciones naturales (Cabello-Pasini ef al., 2003 Steller
et al,, 2007). A pesar de ello, las ACG toleran un intervalo amplio de temperatura,
necesario para habitar el intermareal, pero su tasa fotosintética disminuye en
temperaturas extremas, pues su capacidad de aclimatacion fue superada. La eficiencia
fotoquimica no fue afectada por este factor, lo que indica que este patrén depende
Unicamente de la aclimatacion luminica del alga. En comparacién con otras ACG, su
metabolismo fue similar (Schubert, 2008), mientras que en relacion a las algas coralinas
no geniculadas su produccion fue mucho mayor, probablemente por las diferencias

morfoldgicas y composicion inorganica (cantidad de CaCOs).

Las ACG presentan un mecanismo de fotoproteccion de disipacion rapida de
calor, pero de recuperacion lenta, que puede estar asociado a una fotoinactivacion
reversible. Esto juega un papel importante en campo, pues un evento prolongado de luz
puede limitar su produccién. A diferencia de un fotodafio, que en parte también regula la
fotosintesis, representa una ventaja, pues el gasto de energia para sintetizar a la proteina
D1 de nuevo es mayor. Esta recuperacion puede ser contradictoria, pues se esperaria una
rapida recuperacion por la zona que habitan. Hader ef al. (1997) y Hader ef al. (2003)
demostraron lo anterior para algas similares (morfotipos de luz). Una posible razén para

explicar esta discrepancia es examinar a detalle el habitat de estas algas. La zona rocosa
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del intermareal no es uniforme y puede crear sombreado en estas algas. Las ACG
tienden a formar grandes agrupaciones para evitar la desecacion pero a su vez, pueden
hacer un autosombreado, ademas la parte apical la cual recibe probablemente mas luz no
es pigmentada. Finalmente, se ha demostrado que puede existir una relacién en la
adaptacion/aclimatacion luminica de algas rojas y los carotenoides presentes. Mientras
que existe una mayor proporcion de anteraxantina en algas aclimatadas a la sombra, la
zeaxantina esta presente en mayor proporcion en tejido aclimatado a la luz y aunque esto
no fue demostrado para las ACG, éstas presentan anteraxantina como su carotenoide
principal. En relacién a su habitat natural, aunque las algas que presentan zeaxantina y
anteraxantina pueden regular su fotosintesis similar, las primeras atin cuando se
presentan en verano, en condiciones luminicas bajas (invierno) estan ausentes (Schubert,
2008). Estos mecanismos necesitan ser evaluados en campo, pues en los estudios citados

al explorarlo, no se observé un patrén claro de disminucién y recuperacion del Fy/Fyy,

El transporte de electrones (TE) en las ACG puede ser un buen indicador de la
fotosintesis sobre todo en irradiancias bajas. No obstante si se pretende estimar una tasa
fotosintética se sugiere utilizar la evolucién de oxigeno. Por otro lado, existen ciertas
limitaciones en el uso del TE, principalmente en irradiancias altas. Ademas, el valor
AF/Fyy y la absorptancia son criticos para una buena estimacién del TE. Mientras que el
primero es influenciado por caracteristicas unicas de algas rojas y cianobacterias, el

segundo no ha sido estudiado en las ACG.

La calcificacion es un proceso dependiente de la fotosintesis y de la temperatura.

La mejor teorfa para explicarlo esta en relacion a la produccién de compuestos orgénicos
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y su afinidad por el Ca™ asi como su influencia en el tipo de cristal (calcita), y a la
presencia de una ATPasa involucrada en la incorporacion de Ca*™. En este trabajo se
sugiere una fotosintesis alta para soportar la calcificacion. Las proporciones
fotosintesis:calcificacion (F:C) muestran valores de 10-30, soportando lo anterior. Sin
embargo, estas proporciones son mucho mayores a lo reportado para L. margaritae
(Steller et al., 2008). Las diferencias fisiologicas mas grandes entre estos dos grupos
radica en sus tasas de crecimiento (més lento en las algas coralinas no geniculadas, mm
afio™). Por lo tanto, las tasas de fotosintesis mayores en las ACG, soportan su rapido
crecimiento (mm mes™) en relacién a las algas no geniculadas. Las proporciones
encontradas por otro lado, pueden estas sobrestimadas pues se utilizaron distintos
métodos y puede existir un efecto de aclimatacion estacional ya que los experimentos

fueron hechos en distintas estaciones (Tabla VI).

Las tasas de calcificacion de las ACG estudiadas son similares a las tasas
reportadas para otras especies en estudios recientes, incluso, similares a las de algas
coralinas no geniculadas. Esto sugiere que para que exista una influencia de este proceso
en los flujos de carbono, es necesaria un area de cobertura grande, lo cual para las ACG

en México no ha sido estudiado.

Finalmente la presencia de una anhidrasa carbénica que actia como mecanismo
de incorporacién de carbono en estas algas sugiere una ventaja de estas algas sobre todo
cuando existe una limitacion por CO,, ya que facilita carbono orgénico para la
fotosintesis y para la calcificacién. Esto ademés puede sugerir una competencia entre

estos dos procesos por el carbono inorganico.
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Tabla VII.- Proporcion entre la fotosintesis y calcificacién a distintas temperaturas para

B. orbigniana y C. officinalis var. chilensis. Fotosintesis expresada como Py

Especie/Temperatura 10 IS5 20 25
B. orbigniana 9.33 22.05 21.25 35.66
C. officinalis var. chilensis 16.62 19.74 15.20 16.95
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APENDICE

Tabla I.- Comparaciones pareadas #-student para muestras independientes, para los valores de Py por temperatura, para
Bossiella orbigniana, Corallina officinalis var. chilensis y Lithothrix aspergillum. Alfa=0.05, todas las pruebas de dos colas.

Para todos los tratamientos n=4. S, diferencia significativa; NS, no significativo.

Comparacién por tratamiento (°C)

Bspesie Resultado
P estadistico
10 15 20 25 30
15 20 25 30 35 20 25 30 35 25 30 35 30 35 35
Segsialia T e 36 61 -106 28 154* 08 45 001 101* 46 07 157+ 3.6* 182* 8O%
orbigniana
T 24 24 24 27 3.1 24 2.4 24 3.1 24 24 31 25 3.1 31
Diferencia S S S S S NS S NS S S NS S S S S
Corallina
"ﬁ:;f“l” T e 8.5%  97x  66%  -48% 317%* 245 28 35 43 -1 56 68 43 56 14
chilensis
™ 3.1 3.1 3.1 3.1 318 244 24 24 2.4 24 24 24 24 24 24
Diferencia S S S S NS S S S S NS S S S S NS
- s 59 93%  -83*  90* .54 .68+  61* 83 10 02 37 121%* -38% 65¢ g7
aspergillum
T o 24 3.1 318 31 2.4 2.7 5 3.1 24 24 24 27 2.4 2.7 3.1
Diferencia S S S S S S S S NS NS S S S S S

*pruebas t para muestras con varianzas diferentes
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Tabla II.- Comparaciones pareadas /-student para muestras independientes, para los valores de Alfa por temperatura, para
Bossiella orbigniana, Corallina officinalis var. chilensis y Lithothrix aspergillum. Alfa = 0.0, todas las pruebas de dos colas.
Para todos los tratamientos n=4. S, diferencia significativa; NS, no significativo.

Comparacién por tratamiento

Especie Resu!tqdo
estadistico
10 15 20 25 30
15 20 25 30 35 20 25 30 35 25 30 35 30 35 35
Bossiella T
orbigniana cale -0.3 -1.1 -2.6 -2.5% 57 -0.6 -1.7  -2.3% 4.0 -1.3 -2.2% 6.2 -1.9% 75 3.3%
T i 2.4 24 2.4 3.1 2.4 24 2.4 3.1 2.4 2.4 3.1 2.4 3.1 2.4 3.1
Diferencia NS NS S NS S NS NS NS S NS S S NS S S
Corallina
officinalis
var. T cae
chilensis -0.6 -1.4 -1.7% -2.7% -0.4% -0.8 -1.1 -2.4% 0.1 -0.4 -1.9% 0.8 -1.8 1.1 2.4*
T it 24 2.4 3.1 3.1 29 2.4 2.4 2.7 2.4 2.4 2.7 2.4 2.4 2.4 2.9
Diferencia NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Lithothrix T
_aspergillum cale -0.9 -3.6* -3.2% -4.2% -5.5% -1.6 -1.5  -3.6% -5.3% -0.04 -2.2 -4.7* -2.1 -4.6% .51
T cvie 24 34 3.1 3.1 3.1 24 2.4 3.1 3.1 24 2.4 3.1 2.4 3.1 2.4
Diferencia NS S S S S NS NS S S NS NS S NS S S

*pruebas t para muestras con varianzas diferentes
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Tabla III.- Comparaciones pareadas 7-student para muestras independientes, para los valores de Ey por temperatura, para
Bossiella orbigniana, Corallina officinalis var. chilensis y Lithothrix aspergillum. Alfa= 0.05, todas las pruebas de dos colas.
Para todos los tratamientos n=4. S, diferencia significativa; NS, no significativo.

Comparacién por tratamiento

Bsphcie Resultado
estadistico
10 15 20 25 30
15 20 25 30 35 20 25 30 35 25 30 35 30 35 35
Bossiella T
orbigniana salc -1.0 -1.1 -1.7 3.0 1.9 0.2 -0.1 2.8 2.2 -0.5 3.7 2.8 4.4 33 -0.6
T it 2.4 2.4 24 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 24 2.4 2.4 2.4 24 24
Diferencia NS NS NS S NS NS NS S NS NS S S S S NS
Corallina
officinalis
var. T care
chilensis -2.8%  23%  .].5% 25 -0.7*% 0.2 0.2 4.4 I.5 0.04 3.8 1.2 2.1% 0.9 -1.9
T it 2.7 2.7 2.7 2.4 2.7 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 24 2.4 27 2.4 2.4
Diferencia S NS NS S NS NS NS S NS NS S NS NS NS NS
Lithothrix T
aspergillum cale -0.3 -1.3 -0.9* -0.2 T-7* -0.9 -0.7 0.07 5.5% 0.1 0.9 53 0.76 4.1* 3.9*
i 2.4 2.4 2.9 2.4 3.1 2.4 2.4 24 3.1 2.4 2.4 2.4 2.44 3.1 3.1
Diferencia NS NS NS NS S NS NS S S NS NS S NS S S

*pruebas t para muestras con varianzas diferentes
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Tabla IV.-Resultados de las pruebas pareadas #-student para muestras dependientes, para
los distintos tratamientos de luz y para los parametros evolucién de oxigeno y F,/F,, en
Bossiella orbigniana 'y Corallina officinalis var. chilensis. Alfa = 0.05, todas las pruebas
de dos colas. Para todos los tratamientos n=6. S, diferencia significativa; NS, no

significativo.
Especie Pardmetro Tratamiento i P Terit Diferencia
Bossiella Evoluciénde 1000 pmol quanta m? s 2.93 2.57 S
orbgniana oxigeno
Oscuridad -.034 2.57 NS
15 pmol quanta m?s™ -3.00  2.57 S*
F/Fp 1000 pmol quanta m™ s™ 1251 2.57 S
Oscuridad -1.82 2.57 NS
15 pmol quanta m? s -0.87 2.57 NS
Corallina Evoluciénde 1000 pmol quanta m™ s 2.72 2.57 S
officinalis var- oxigeno
chilensis
Oscuridad 0.32 2:57 NS
15 pmol quanta m? s 0.32 2.57 NS
F,/F 1000 pmol quanta m?s’! 20.30 2.57 S
Oscuridad -3.01 2:57 S*
15 pmol quanta m? s -9.06 2.57 S

* Pruebas en las cuales el estadistico no paramétrico arrojo un resultado distinto. Prueba utilizada,

Wilcoxon para muestras dependientes.




Tabla V.-Resultados de las pruebas pareadas 7-student para muestras dependientes, para
los valores iniciales, exposicion y tiempos de recuperacién del parametro F/Fy, para
Bossiella orbigniana. Alfa= 0.05, todas las pruebas de dos colas. Para todos los
tratamientos n=6. S, diferencia significativa; NS, no significativo.

Resultado

7o Comparacion
estadistico
Inicial / 1h exposicion  1H exposicién / 2h rec 11h rec / inicial
Teae 31.52 4.09 -11.57
Teri 2.57 2.57 2.57
g L 5 5 5

Diferencia S S S




Tabla VI.-Resultados de las pruebas pareadas #-student para muestras dependientes, para
los valores iniciales, exposicién y tiempos de recuperacion del pardmetro Fy/Fy, para
Corallina officinalis var. chilensis. Alfa= 0.05, todas las pruebas de dos colas. Para
todos los tratamientos n=6. S, diferencia significativa; NS, no significativo.

Resultado Comparacién
estadistico P
Inicial / 1h exposicion  1h exposicién / 2h rec 6h rec / inicial
Tesa 8.20 -6.40 -2.29
Terit 2.57 2:87 2.57
gl 5 5 5

Diferencia S S NS




Tabla VIIL-Resultado de la prueba z-student para muestras independientes para las tasas

de crecimiento en campo para Corallina officinalis var. chilensis. Alfa = 0.05, dos colas.
Para los tratamientos noviembre, n= 103; marzo, n= 33.

Resultado estadistico Noviembre / Marzo
Tcalc 5.67
Terit 1.97
g L 133

diferencia significativa




Tabla VIIL.-Resultados de las pruebas pareadas /-student para pruebas independientes con varianzas iguales, para las tasas de
calcificacion bajo condiciones de luz con respecto a la temperatura en Bossiella orbigniana'y Corallina officinalis var. chilensis.
Alfa=0.05, todas las pruebas de dos colas. S, diferencia significativa; NS, no significativo. Para todos los casos n=6, excepto en
Corallina officinalis var. chilensis a 20 °C, n= 5.

Comparacion entre tratamientos

Especie Resultado
estadistico
10 15 20
15 20 25 20 25 25
Bossiella T 1.81 7.75 10.92 3.94 6.62 3.48
orbigniana
i 2.22 2.22 222 2.22 2.22 222
g 1 10 10 10 10 10 10
Diferencia NS S S S S S
Corallina T 1.85 10.17 -2.08 2.78 -3.19 -9.21
officinalis
var. chilensis
Terit 2.22 2.26 222 2.26 2.22 2.26
g L 10 9 10 9 10 9
Diferencia NS S NS S S S
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Tabla IX.-Resultados de las pruebas pareadas #-student para pruebas independientes para las tasas de calcificacién en oscuridad,

con respecto a la temperatura en Bossiella orbigniana 'y Corallina officinalis var. chilensis. Alfa=0.05, todas las pruebas de dos
colas. S, diferencia significativa; NS, no significativo. Para la mayoria de los casos n = 6.

Comparacidn entre tratamientos

Especie Resultado
estadistico
10 15 20
15 20 25 20 25 25
Bossiella Tesie 225 1.46 3.8 -1.05 L1] 2.38
orbigniana
Teit 2.3 2.26 2.22 2.36 2.3 2.26
gL 8 9 10 7 8 9
Diferencia NS NS S NS NS** S
Corallina i -0.22% 0.12 -0.86 0.35% -1.13 -0.95
officinalis
var. chilensis
Tesi 2.44 2.26 2.26 277 2.26 23
g L 6.35 9 9 4.8 9 8
Diferencia NS NS NS NS NS NS

e  Prueba t para muestras con varianzas distintas

e ** Pruebas en las cuales el estadistico no paramétrico arrojo un resultado distinto. Prueba utilizada, Wilcoxon para muestras independientes.
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Tabla X.-Resultados de las pruebas s-student para muestras dependientes, comparando el
efecto del inhibidor AZ sobre la tasa de fotosintesis antes y después del inhibidor y
prueba t para muestras independientes comparando la magnitud de cambio entre el
control y el tratamiento en Bossiella orbigniana y Corallina officinalis var. chilensis.
Alfa = 0.05, todas las pruebas de dos colas. Para todos los tratamientos n=6. S,

diferencia significativa; NS, no significativo.

Especie Tratamiento/ Teitc Terit Diferencia
comparacién
Bossiella Inhibidor 7.85 257 S
orbgniana
Control -4.29 2.57 S
Control x inhibidor* -8.94 2.22 S
Corallina Inhibidor 12.32 257 S
officinalis var.
chilensis
Control -7.61 2,57 S
Control x inhibidor* -14.32 2.22 S

* Prueba para muestras con varianzas iguales
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Tabla XI.-Resultados de las pruebas r-student para muestras independientes con
varianzas iguales, para comparar el efecto del inhibidor AZ (100 y 700 pM) en la
calcificacion de Bossiella orbigniana 'y Corallina officinalis var. chilensis . Alfa = 0.05,
todas las pruebas de dos colas.. S, diferencia significativa; NS, no significativo.

Especie Concentracion Comparacion Tt Terit Diferencia
Bossiella 100 pM Control x inhibidor* 2.38 3.1 NS
orbgniana

700 uM Control x inhibidor* 41.8 2.77 S
Corallina 100 uM Control x inhibidor* 5.8 2.77 S
officinalis

var. chilensis
700 uM Control x inhibidor* 6.69 3.1 S

* Prueba para muestras con varianzas iguales
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