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Resumen

Eisenia arborea Areschoug es una macroalga parda del orden Laminariales, con una
amplia distribucion en el Pacifico Norteamericano, desde la Columbia Britanica (Canada)
hasta Baja California Sur (México). Al igual que otras macroalgas Laminariales (o
kelps), E. arborea sustenta numerosos servicios socio-ecosistémicos, que van desde el
sustento de la biodiversidad y especies importantes para pesquerias, hasta el potencial
aprovechamiento de su biomasa para la extraccién de distintos compuestos de interés
biotecnoldgicos. Ademas, E. arborea es el kelp de mayor distribucion meridional, gracias
a su tolerancia biologica a la escasez de nutrientes y altas temperaturas. Sin embargo, y
a pesar del enorme interés que suscita, son muy escasos los estudios que abordan la
ecologia y fisiologia de esta especie. Atender estos vacios de conocimiento basicos sobre
el comportamiento de E. arborea es clave para el desarrollo de estrategias de
conservacion y aprovechamiento sustentable, o incluso para su domesticacién en
cultivos. Esta tesis evalua, por primera vez, las respuestas ecofisiologicas de laminas de
esporofitos adultos E. arborea en un ciclo estacional, con el objetivo de relacionar los
cambios en descriptores fisioldégicos de E. arborea con variables ambientales clave, como
la temperatura, la irradiancia y la disponibilidad de nutrientes por surgencia. Este estudio
también contempla la comparacién de las respuestas bioldgicas entre laminas maduras
y juveniles. La hipotesis para esta aproximacion es que ambos tipos de laminas deberian
presentar distintas respuestas ecofisioldgicas, dado que tienen distintas tasas de
crecimiento, y estan expuestas a diferentes niveles de irradiancia por su posicion en el

dosel de E. arborea. Los muestreos se realizaron a lo largo de un ciclo anual completo



(2023-2024) en Bahia Soledad (Ensenada, Baja California México). En cada muestreo

se colectaron laminas de esporofitos adultos en una poblacion situada en un arrecife
rocoso a ~14 m de profundidad. Las laminas eran transportadas al laboratorio, donde se

midieron descriptores relacionados con la fotobiologia y las respuestas de estrés
oxidativo, asi como la composicion elemental (%C y %N) y sefiales isotopicas (6"C
y 8"N). Durante el estudio, las laminas juveniles mostraron mayor variacion fisiologica
estacional que las maduras. Las diferencias mas marcadas entre ambas se relacionan
con sus distintas necesidades energéticas de crecimiento. Los resultados también indican
que la exposicion a diferentes condiciones de irradiancia influye significativamente en las
diferentes respuestas y propiedades bioldgicas de las laminas, especialmente en lo que
respecta a la fotobiologia. La informacion obtenida en esta tesis supone un avance en el
entendimiento de la ecologia basica de esta especie, y establece la base para futuros
estudios sobre mecanismos de persistencia y resiliencia de estos valiosos bosques de

kelp.
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Eisenia arborea, eco fisiologia de Kelps, curvas P-I, fluorescencia clorofila-a, pigmentos

fotosinteticos, sefales isotdpicas (6'°N y 6'3C), %C, %N y peroxidacion lipidica
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1.Introduccion

El término inglés «Kelps» se refiere a macroalgas pardas pertenecientes al orden
Laminariales, dentro de la division Phaeophyta (Dayton, 1985; Schiel & Foster, 2015).
Los kelp presentan una amplia distribucién global, desde regiones subpolares a
templadas (Abbot et al., 1976; Bolton, 2010), e incluso se distribuyen en aguas profundas
del Mediterraneo (ej. Laminaria rodriguezi) (Zuljevié et al., 2016) y los tropicos (ej. Eisenia
galapaguensi) (Buglass et al., 2022; Graham, 2007). Estas macroalgas son
fundamentales por su alta productividad y su capacidad de proporcionar extensas
estructuras biologicas que sustentan y sirve de sustrato para cadenas troficas complejas
(Teagle et al., 2017). El conjunto de kelps y sus especies asociadas forman el ecosistema
“‘Bosques de Kelp” (Hamilton et al., 2022) Este ecosistema y sus complejas conexiones
troficas inspiraron la frase de Charles Darwin “El numero de criaturas vivientes de
todos los Ordenes, cuya existencia depende intimamente de los kelps, es
asombrosa...” (Darwin, 1839/1988, p.228)

En gran parte de su distribucion los kelps son especies clave para el sistema
socioecoldgico. Eger et al. (2023) calcularon un impacto econémico global de 500 mil

millones de ddlares estadounidenses, basado en estos servicios ecosistémicos (Tabla I).
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Servicio

Socioecolégicos

Descripcion

Bibliografia

Refugio y

biodiversidad

alimento para la

En California brindan refugio a especies
como algas corallinas, cangrejos (Cancer
sp.), erizos (Strongylocentrotus  sp.),
abulones (Haliotis sp.), mero gigantes
(Stereolepis gigas) y depredadores topes
como la nutria marina (Enhydra lutris).

Abbot et al., 1976

Biofiltracion de
nutrientes

Los kelps asimilan nutrientes y los convierten
en biomasa, mitigando problemas como la
eutrofizacion y degradacion de la claridad del
agua. Este servicio se conoce como «Blue
Nitrogen» y se valora en 73,800 USD por 675
kg N/hectarea/ano.

Eger et al., 2023

Secuestro de
carbono

Hoy en dia se discute el papel de los bosques
de kelp en el secuestro de carbono azul. Hay
modelos que estiman que los kelps
secuestran 4.91 megatoneladas de C
atmosférico al afo, transformandolo en
biomasa e incluso detrito que alimenta a
herbivoros y filtradores. Estudios recientes
sefalan que los kelps capturan (0.014
Gigatoneladas de Carbono afio" en el lecho
marino.

Krumhansl et al.,
2012;
Eger et al., 2023;

Ould & Caldwell,
2022

Productos

biotecnolégicos

Los kelps son materia prima para
fertilizantes, alimentos, biomateriales y
productos con sustancias bioactivas como
polisacaridos, lipidos y polifenoles, con
propiedades farmacéuticas.

Kumar et
2008
Hughes et
2022

al.,

al.,

Tabla I. Ejemplos de servicios socioecolégicos brindados por los bosques de

kelps.
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Los kelps son organismos de alta productividad primaria. Distintos estudios confirman
que estas macroalgas alcanzan promedios de productividad mas elevado que el
mostrado por otros macrofitos. En algunas zonas templadas del océano, los kelps
pueden ser entre 2 y 3 veces mas productivos que el fitoplancton (Pessarrodona et al.,
2022). Un ejemplo de los kelps con mayor productividad es Macrocystis pyrifera en
California con 2.2 kg de Peso Seco m™ afio™ (Gerard, 1976) y y Ecklonia radiata con
2.9-4.4 kg P.S./ano (Fairhead & Cheshire, 2004). Estas tasas dependen de variables
ambientales y oceanograficas como la irradiancia, la temperatura, la latitud, la
disponibilidad de nutrientes, la profundidad, la altura de olas y la distancia a la costa.

(Jayathilake & Costello, 2020).

A pesar de su importancia, las poblaciones de kelps han sufrido un declive a escala
mundial, especialmente en zonas templadas o transicion templada-subtropical, siendo
afectadas por perturbaciones como olas de calor marinas (Smale, 2020), sobrepesca
(Foster et. al, 2010), sobrepastoreo (Hamilton & Caselle, 2015), tormentas (Byrnes et al.
2011), eventos climaticos como el fenomeno ENSO de «El Nifio-Southern Oscillation»
(Tegner & Dayton, 1987), y efectos antropogénicos locales (Krumhansl, 2016). Estos
factores desestabilizan a los bosques de kelp y pueden desencadenar una transicion
ecologica hacia comunidades menos productivas, dominadas por tapetes de algas o
«algae turf» (Dayton, 1985; Byrenes, 2011; Filbee-Dexter & Wernberg, 2018). Aunque la
respuesta biologica de los kelps a variaciones naturales y condiciones extremas ha sido
bien documentada en algunas especies, como el iconico kelp gigante Macrocystis

pyrifera (Hernandez-Carmona et al., 2001; Colombo-Pallota et al., 2006; Marambio et al.,
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2017), la informacion sigue siendo escasa o incluso nula para otras especies kelp de gran

importancia socioecoldgica.

Las costas del Pacifico Nororiental albergan una elevada diversidad de kelps (Bolton,
2010). Bajo el Sistema de Corriente de California destacan especies de amplia
distribucion latitudinal, como Macrocystis pyrifera, Pterygophora californica, Laminaria
farlowi y Eisenia arborea (Abbot et al., 1976; Carr & Reed, 2016) (Fig. 1.) En particular,
Eisenia arborea Areschoug (Fig. 2) actualmente homotipo de Ecklonia arborea (Rothman
et al., 2015), es el kelp de mas amplia distribucion, y se encuentra desde la isla de
Vancouver, British Columbia, hasta las aguas subtropicales de la Bahia Magdalena, en
Baja California Sur (Abbot et al., 1976; Pedroche et al., 2008). A diferencia de otras
especies de kelp de la region, las poblaciones de E. arborea en el extremo meridional de
su distribucidn, crecen en condiciones oligotroficas (< 1 yM de nitrato) (Sanchez-Barredo
et al. 2011) y elevadas temperaturas (hasta 27°C) (Matson & Edwards, 2007). En este
sentido, también se ha demostrado su mayor resistencia a condiciones de calentamiento
anomalo asociadas al ENSO (Edwards & Hernandez-Carmona, 2005) y olas de calor
marinas, como el Blob 2013-16 (Arafeh-Dalmau et al., 2019). Su plasticidad fisiologica
también se refleja en su presencia en un amplio rango batimétrico, desde la zona
intermareal hasta >30 m de profundidad (Littler, 1981). De hecho, en la franja intermareal
rocosa, los esporofitos soportan cambios bruscos de temperatura, irradiancia y
condiciones de desecacion en zonas de transicion de templadas-subtropicales (Parada

et al., 2009).
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Géneros de Kelps

Formadores de Copa
== Macrocystis
= Nereocystis
= Eularia
= Pelagophycus

Egregia
Formadores de Sub-Copa
= Pterygophora
w—— Eisenia
== [ aminaria setchelli
= Pleurophycus

Abundancia
— Raro
== Poco Comiin
s===_Comin

Figura 1. Mapa de distribucion de los géneros de Kelp mas comunes en el Pacifico
Nororiental (Diagrama modificado de Abbot et al., 1976).

~(b)

—(9)

Figura 2. Esporofitos adultos de E. arborea sobre un arrecife rocoso, y descripcion
basica del talo del esporofito adulto. El esporofito adulto consta de tres partes: (a)
Laminas vegetativas (b) Estipe (c) Crampdn. La imagen derecha se modifico de
Zertuche-Gonzalez et al., (2022).

17



Ademas de su amplia distribucidén y su notable resistencia a estresores ambientales, E.
arborea provee distintos servicios socio-ecosistémicos. Por ejemplo, su naturaleza
perenne y la elevada longevidad de sus esporofitos (en promedio 6 afios, con registros
hasta 11 afios de edad Gossard et al., 2022), son caracteristicas que permiten que los
mantos de E. arborea favorezcan la biodiversidad y funcionen como habitats estables
para la crianza y reproduccién de numerosos organismos, muchos de ellos de interés
pesquero p.e. mero gigante del kelp (Stereolepis gigas), tiburén cornudo (Heterodontus
francisci), peces cabrillas (Paralabrax), peces rockot (Sebastes guttata), langosta
(Panularis sp.), estrellas de mar (Patiria), erizo (Strongylocentrotus franciscanus),
caracoles (Megastrea sp.) y pepinos de mar (Parastichopus parvemensis) (Abbot et al.,
1976; Carr & Reed, 2016; Vilalta-Navas, 2018). Ademas, sus tejidos pueden servir de
alimento para una gran variedad de especies comerciales, como los abulones (Haliotis
sp.) y bivalvos. Por su importancia en las pesquerias de la peninsula de Baja California,
la carta nacional acuicola de México ha declarado a esta alga como una especie clave
para la acuacultura de fomento (SECRETARIA DE AGRICULTURA Y DESARROLLO
RURAL, 2022). Se ha demostrado que E. arborea puede crecer en sistemas de
maricultivo (Zertuche-Gonzalez et al., 2022), puede ser util para acuacultura multritréfica
(Zertuche-Gonzalez et al., 2014), y se puede utilizar para producir materia prima en
diversos productos biotecnolégicos, como antimicrobianos, suplementos alimenticios,
antioxidantes, antivirales, polifenoles y florotaninos (De la Garza, 2019; Sugiura et al.,

2013; Shin et al. 2021).
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Por todo lo dicho, resulta evidente que E. arborea es una macroalga de indudable interés
ecologico y econdmico. Sin embargo, y a pesar de la importancia, aun se desconocen
importantes aspectos basicos de su ecologia y fisiologia. Por ejemplo, se desconoce casi
por completo cuales son las respuestas ecofisiolégicas de E. arborea en un ciclo
estacional. El estudio Zertuche-Gonzalez et al. (2022) analizaron variables morfolégicas
y de crecimiento en esporofitos de E. arborea, pero solo en condiciones de cultivo. Las
respuestas de aclimatacion ecofisiologicas frente a la variacion de factores ambientales
como la irradiancia, la temperatura o la disponibilidad de nutrientes, representan la base
de estudios que analizan la ecologia de macrofitos marinos (Wernberg et al. 2010;
Kroeker & Sanford, 2022), y su evaluacion es critica para la implementacion estrategias

de manejo, conservacion y aprovechamiento de especies de macroalgas.

Las respuestas de las macroalgas (incluyendo los kelps) a cambios ambientales pueden
variar entre especies, y dentro de una especie, entre genotipos/ecotipos (Almeida-Saa et
al. 2024). Incluso en un mismo individuo, estas respuestas pueden variar dependiendo
de distintos factores, como el estado fisioldgico o el desarrollo del organismo, o incluso
dependiendo del tejido o compartimento vegetativo. Tipicamente, los estudios sobre la
ecofisiologia de macroalgas, suelen centrarse en el analisis de un unico tipo de tejido,
generalmente el tejido fotosintético de laminas o frondas y estas deben ser objeto de
estudio para obtener una comprension clara de su productividad. (Parke, 1948; Fairhead
& Cheshire, 2004). Los resultados de estos trabajos extrapolan la fisiologia y el
crecimiento de este tejido singular, al metabolismo de todo el organismo. Claramente

estas aproximaciones pasan por alto que los distintos tipos de tejidos de la macroalga
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presentan distinto metabolismo, y, por tanto, sus respuestas de aclimatacién a cambios
en el ambiente y su tolerancia a potenciales estresores pueden ser diferentes. Un ejemplo
claro es el representado por M. pyrifera, donde diferentes laminas creciendo a diferente
profundidad presentan distintas propiedades y respuestas ecofisiologicas (Colombo-
Pallota et al., 2006; Marambio et al., 2017). Por tanto, es necesario analizar la plasticidad
fisiologica de distintos tipos de tejidos para obtener un conocimiento mas robusto de las

capacidades de aclimatacion del organismo.

Como en otras macroalgas, las laminas jévenes y las maduras de E. arborea difieren en
su crecimiento y tasas metabdlicas, y por tanto, sus respuestas pueden ser diferentes
frente a variaciones ambientales. Ademas, por su posicidén en el esporofito, ambos tipos
de laminas estan expuestas a condiciones de luz diferentes. Las laminas juveniles, mas
internas, reciben la mayoria del tiempo un 70% menos de irradiancia que las maduras,
mas externas y causantes del sombreamiento de las primeras (Fig. 3). Su distinto
crecimiento y la posicion ambos tipos de laminas jévenes y maduras en el dosel de E.
arborea, pueden ser factores condicionantes que determinen sus respuestas

ecofisiologicas frente a variaciones ambientales.
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Figura 3. Irradiancia PAR medida en el manto de E. arborea, objeto de estudio de esta
tesis. Los simbolos blancos y grises corresponden a datos de luz medidos sobre el dosel
y dentro del dosel de esporofitos adultos de E. arborea, respectivamente.

El objetivo general de esta tesis fue analizar, por primera vez, la ecofisiologia de
esporofitos adultos de E. arborea a lo largo de un ciclo estacional. Entre los objetivos
especificos de este trabajo se encuentra el relacionar los cambios en descriptores
fisiologicos de E. arborea con variables ambientales clave, como la temperatura, la
irradiancia y la disponibilidad de nutrientes (indirectamente por el indice de surgencias).
También comparar las diferencias en las respuestas fisiolégicas de laminas maduras y
jovenes. Nuestra hipdtesis es que las laminas maduras y juveniles presentaran diferentes

respuestas ecofisiolégicas en un ciclo estacional, debido a sus diferencias en su

morfologia y tasas de crecimiento y por su distinta exposicion a la irradiancia en el dosel.
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2. Metodologia

2.1 Colecta y disefio de muestreo en campo

Este trabajo se realiz6 en una poblacion de Eisenia arborea situada a una profundidad
de 12 a 14 metros de una zona de arrecife rocoso en Bahia Soledad, Baja California
(31°37'02.6"N; 116°40'23.1"W) (Fig. 4). En la zona también crecen otras especies de
kelp como Macrocystis pyrifera, Laminarian farlowii.  Pterygophora californica vy

Pelagophycus porra.
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Figura 4. Mapa del Sitio de Colecta de E. arborea en Bahia Soledad Baja California
(31°37'02.6"N; 116°40'23.1"W).
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Figura 5. Poblacion de E. arborea (esporofitos adultos) en el sitio de estudio.

10 cm

Figura 6. Ejemplo de laminas juveniles y adultas de E. arborea empleadas en este
estudio.
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La colecta de laminas se realiz6 mediante buceo autonomo, en los meses de Febrero,
Abril, Junio, Septiembre y Noviembre de 2023 y Febrero de 2024. En cada muestreo se
colectaron 58 laminas maduras y 58 laminas juveniles (Fig. 6.) de distintos esporofitos
adultos seleccionados al azar en un area de aproximadamente 200 m?. Se colectaron
laminas no reproductivas (sin soros) y saludables en apariencia, bajo los criterios de
seleccidon de que no presentaran dafos por herbivora, y signos de abrasion o
enfermedades. Durante su transporte al laboratorio de Botanica Marina en el Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas (llO), las laminas se mantuvieron en hieleras, en
oscuridad y sumergidas en agua de mar del sitio de colecta. Una vez en el laboratorio,
las laminas se mantuvieron sumergidas en agua de mar filtrada (100 um and UV) en
cubetas de 15 litros, dentro de incubadoras a temperatura constante similar a la del sitio
de colecta. La separacion de tejidos para los analisis bioquimicos y las mediciones de la
fotobiologia se realizaron durante el mismo dia de colecta, y al dia siguiente. Para limitar
el efecto de la variabilidad de respuestas fisiologicas a lo largo de las laminas en nuestros
resultados, se usaron solo las porciones centrales de dichas laminas para los analisis

bioldgicos.

2.2 Irradiancia, temperatura e indice de surgencia

En el sitio de colecta se registraron los valores de temperatura del agua de mar e
irradiancia PAR (por sus siglas en inglés “Photosynthetic Active Radiation”) durante todo
el periodo del estudio. Para ello se usaron sensores submarinos (Onset-HOBO, Pendant

temp/light MX2202) colocados fijos a bloques de concreto instalados en el fondo marino
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(12 m). Los valores de irradiancia PAR del sensor se transformo de lux a pmol fotones m-

2 s-', mediante la metodologia descrita por Long et al., (2012).

Se obtuvieron datos estacionales del indice de Transporte Vertical Costero (CUTI, por
sus siglas en inglés) de la region cercana al manto de E. arborea (latitud 31°), en el cual
estima el flujo vertical en la capa de mezcla superficial. Este indice se calcula a partir de
la tension del viento en la superficie, la altura del nivel del mar y la profundidad de la capa
de mezcla, utilizando un analisis oceanico regional. El transporte vertical total (W) en la
base de la capa de mezcla se expresa como la suma de dos componentes principales
(Jacox et al., 2018): CUTI = UEk + U®e°, siendo UEk el transporte vertical inducido por la
divergencia o convergencia del transporte de Ekman superficial, regulado por los vientos
a lo largo de la costa y el gradiente de la tension del viento, y U®®°, el transporte vertical
asociado al flujo geostrofico transversal a la costa, determinado por el gradiente de
presidn a lo largo de la linea de costa. Los datos de CUTI de este estudio fueron obtenidos
en la base de datos de la Environmental Research Divisiondel Southwest Fisheries
Science Center de la NOAA, en colaboracion con el UC Santa Cruz Ocean Modelling

Group (Jacox et al., 2018).

2.3 Fotosintesis y respiracion en curvas P-l (fotosintesis versus irradiancia)

Se realizaron 8 curvas P-l en cada momento de muestreo, 4 para laminas maduras y
otras 4 para laminas jovenes. Para cada incubacion correspondiente a cada curva P-I, se

usoO un trozo con area de 12.6 cm? de tejido de lamina. Dicho tejido se incubd en un
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fotorrespirbmetro que consistié en una camara de borosilicato transparente con chaqueta
(200 ml) y llena con agua de mar filtrada (100 um and UV) y sellada al aire del exterior.
Durante las incubaciones, el agua de mar se mantuvo en agitacion de manera continua.
La evolucion de la concentracion de oxigeno disuelto del agua (umol L") de incubacion
se registré con optodos (sonda sumergible DP-PSt3, PreSens, Alemania) conectados a
un medidor de oxigeno de fibra 6ptica (OXY 4SMA, PreSens, Alemania) y controlado por
el software Measurement Studio 2 (PreSens, Alemania). La temperatura de las
incubaciones se controlé6 mediante un termo-circulador. En cada momento de muestreo,
la temperatura de las incubaciones se ajustd a la temperatura promedio registrada en
campo en las 1 a 2 semanas previas a la colecta. Durante cada curva P-E, las muestras
se incubaron inicialmente en oscuridad durante 15 minutos para determinar sus tasas de
respiracion. Tras esta fase de respiracion se expusieron a niveles crecientes de
irradiancia (rango PAR; “Photosynthetic Active Rate” de 3, 10, 24, 48, 101, 200, 400, 600,
800 y 1000 umol foton m™ s™', con el objetivo de evaluar las tasas fotosintéticas netas.
La irradiancia fue generada por cuatro fuentes LED de 10 W instaladas alrededor del
fotorrespirometro, (Fig. 7) y controladas automaticamente por software creado ad hoc

para su control.
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Figura 7. Sistema de fotorrespirometria empleado en este estudio para la realizacion de
P-I (fotosintesis versus irradiancia).
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Figura 8. Parametrizacion de las curvas P-| (Fotosintesis -irradiancia).
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En las curvas P-l se obtuvieron distintos parametros de la fotosintesis y las tasas de
respiracion (Fig. 8). Las tasas fotosintéticas brutas (gross-P; ymol O, g™ PS h™) se
calcularon sumando la tasa de respiracion (R) a las tasas de fotosintesis neta (net-P) La
respiracion (R; pmol O, g™ PS h™) se determindé a partir de la reduccién en la
concentracion de oxigeno disuelto tras 15 minutos de completa oscuridad. La eficiencia
fotosintética (a) se calculd de la pendiente de la primera parte lineal de la curva P-I. Las

tasas fotosintéticas netas maximas (Pmax; pmol O, g™ PS h™) se determinaron del
promedio de los valores maximos por encima de la irradiancia de saturacion (E,). La

irradiancia de compensacion (Ec; pmol fotones m™2 s™") se determiné como la interseccion
de la curva P-I con el eje X, lo que representa el punto en el que la fotosintesis neta iguala
la tasa de respiracién. La irradiancia de saturacion (Ex; umol fotones m™2 s™") se determind

de la relacion Pmax/ a.

2.4. Contenido en pigmentos fotosintéticos

Se analizaron 12 réplicas de ambos tipos de laminas (4 cm?) en cada muestreo. Los
analisis de pigmentos (Cl a, Clorofila a), (Cl ¢, Clorofila c) y (Fx, Fucoxantina) se realizaron
extracciones secuenciales siguiendo el método descrito por Seely et al., (1972) y
modificado por Wheeler (1980). En primer lugar, se extrajeron los pigmentos de Fx y ClI
a de 0.02 g de PF en dimetilsulféxido (DMSO). La absorbancia se midi6 utilizando un
espectrofotometro (Shimadzu UV-1800, Kyoto, Japdn) a longitudes de onda de 665, 631,
582 y 480 nm. Posteriormente, se realizdé una segunda extraccion utilizando acetona al

100% sobre el mismo tejido, durante 24 horas a 4°C y en oscuridad. La solucién obtenida
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se diluyé en proporcién 3:1:1 con metanol y agua destilada. El contenido de pigmentos
de esta dilucion se calcul6 mediante las absorbancias registradas a 470, 581, 631 y 664
nm. El contenido final de pigmentos se calculé como la suma de las concentraciones de
los pigmentos obtenidos de ambas extracciones secuenciales. En ambas extracciones,
el contenido de pigmentos se cuantificé aplicando las ecuaciones y coeficientes de

extincion molar especificos de Seely et al. (1972).

2.5. Absorptancia de laminas (propiedades bio-6pticas)

La absorptancia (A) se define como (-A = 1 — reflectancia - transmitancia), y en
fotobiologia se define de forma general como la capacidad de un tejido fotosintético para
capturar la luz (Ramus, 1978).

La absorptancia (A) se calcul6 a partir de valores de absorbancia o (densidad o6ptica, D)
de 9 laminas jovenes y 9 maduras. La absorbancia de las laminas se midié mediante
espectrofotometro (Shimadzu UV-1800, Kyoto, Japon) a través de la transmitancia del
tejido, utilizando la técnica del “opal-glass” desarrollada por Shibata (1959), y siguiendo
los procedimientos descritos en Vasquez-Elizondo et al., (2017). El procedimiento
detallado para laminas de kelp se puede consultar detalladamente en Almeida-Saa et al.
(2024). La absorbancia de las laminas se midi6 en el rango de PAR, entre 400-700 nm,
con una resolucion de 1 nm. La D se transformé en A mediante la ecuacion A = 1 - 107D,
Los valores de Arar (espectro de absorpcion en el rango PAR) correspondieron a la

absorbancia que resulta del promedio de la absorptancia calculada para cada longitud de
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onda del rango PAR (400 a 700 nm), mientras que la Asso es el valor de absorptancia en

el pico de la clorofila a (Cl a) a 680 nm.

2.6 Fotosintesis basada en la fluorescencia de la clorofila-a del fotosistema Il (FSII)
Se midié la fluorescencia de la clorofila a (Cl a) en 9 laminas maduras y 9 laminas
juveniles. Las capacidades fotoquimicas se determinaron a partir de los cambios en la
emision de fluorescencia de la Clorofila a del fotosistema Il (FSIlI), utilizando un
fluorémetro portatil de pulso de amplitud modulada (Diving-PAM, Walz, Alemania). Los
parametros que se obtuvieron fueron Fv /Fm (Eficiencia Cuantica Maxima), ETR (Tasa
de Transporte Electrones), NPQ (Non-photochemical Quencing), Fm (Fluorescencia
maxima) y ®PSII (Fotdlisis del agua).Tras aplicar un pulso saturante (0.8 s, ~5000 pmol

fotbn m™ s7), se obtuvieron los valores de fluorescencia minima (F,) y maxima (F,,) en

tejidos adaptados a la oscuridad durante toda la noche, garantizando que todos los
centros de reaccion y aceptores primarios de electrones estuvieran completamente
oxidados. Para estandarizar la distancia entre la fibra optica y las laminas, se utilizaron
sujetadores de hojas disefiados a medida (DCL-8). La eficiencia cuantica maxima

(Fv/Fm) se calculé como (F., - Fo)/F ... Para el estudio de los parametros fotoquimicos bajo

condiciones de iluminacion, las laminas se iluminaron con la luz actinica del fluorometro
a una intensidad de saturacion de 300 pmol fotbn m™ s™'. La duracién de la iluminacion
fue de 3 minutos, de acuerdo con ensayos previos (curvas de induccion), que mostraron

que el estado estacionario de la fluorescencia se alcanzaba después de este periodo.

Posteriormente, se aplicd un pulso saturante para obtener F y F,.', lo que permitio calcular
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la eficiencia cuantica efectiva (PSIl, (F,' - F)/F, o (AF)/F,') y el apagamiento no
fotoquimico de la fluorescencia (NPQ, por las siglas en inglés de Non-photochemical
Quencing; (F. - F.')/F.') . Ademas, se determiné la tasa de transporte de electrones

(ETR, por sus siglas en inglés de Electron Transport Rate) utilizando la ecuacion [ETR =
® PSIl x E x A x 0.5], donde E es la intensidad de la luz actinica aplicada (300), A es la
absorptancia del tejido, y 0.5 es un factor de correccidon que asume la distribucidon

equitativa de fotones entre ambos fotosistemas (FSI y FSII).

2.7. Analisis de isotopos

El contenido total de carbono (C) y nitrogeno (N), asi como su composicién isotopica (6'°C
y 8"N) (Coplen, 1994; Sharp, 2005), se determinaron en laminas maduras y juveniles
de Eisenia arborea durante cada temporada del afo. Los porcentajes de C y N se

expresaron como porcentaje de peso seco total (%C y %N).

Para la determinacién de las relaciones isotopicas, se seleccionaron fragmentos de
laminas libres de epifitos visibles y fauna asociada. Las muestras fueron enjuagadas con
agua destilada para eliminar residuos salinos y sedimentos, y posteriormente secadas en
estufa a 60 °C durante 48 h o hasta alcanzar peso constante. Una vez secas, se
pulverizaron con un molino de bolas hasta obtener un polvo homogéneo de grano fino.

De cada muestra se pesaron aproximadamente 3 mg de tejido seco utilizando una
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microbalanza analitica con precision de 0.001 mg. El material fue encapsulado en

capsulas de estafo (Elemental Microanalysis, Reino Unido) para su analisis.

Las relaciones isotépicas 6'C y 8'N, asi como los contenidos porcentuales de C y N,
fueron determinadas mediante un analizador elemental Flash HT Plus acoplado a un
espectrometro de masas de razon isotopica Delta V Advantage (Thermo Scientific), en el
Laboratorio de Isétopos Estables del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (110) de
la Universidad Auténoma de Baja California (UABC). Los resultados se expresaron en
notacion delta (3, %o), relativa a los estandares internacionales VPDB (Vienna Pee Dee
Belemnite) para carbono, y aire atmosférico para nitrogeno. La desviacion estandar del
analisis fue de 0.2%. para 06™C y 0.3%. para 0"N. El procedimiento especifico se

encuentra detallado en: http://stableisotopefacility.ucdavis.edu/13cand15n.html.

2.8 Peroxidacioén lipidica

La cuantificacion de la peroxidacion lipidica en tejidos de Ecklonia arborea se llevé a cabo
mediante la determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), un
meétodo indirecto ampliamente utilizado para estimar la concentracion de malondialdehido
(MDA) (Hodges et al., 1999; Correia et al., 2006). EI MDA es un subproducto estable de
la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares, y su
acumulacion es considerada un indicador confiable del dafo oxidativo en tejidos

vegetales.
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Para el analisis, se pesaron 0.2 g de tejido seco por muestra de E.a, los cuales fueron
colocados en tubos Eppendorf de 2 ml junto con dos balines de acero inoxidable para
facilitar la homogeneizacion. Se adicionaron 2 ml de etanol al 80% (v/v), el cual contenia
de butilhidroxitolueno (BHT) al 0.01% como antioxidante para prevenir la oxidacion
adicional durante la extraccién. Las muestras fueron homogenizadas durante tres
minutos mediante agitacion mecanica vigorosa. Una vez finalizado este paso, se retiraron
las microesferas y se adicionaron otros 2 ml de etanol al 80%. Las muestras se
almacenaron a —20 °C hasta su procesamiento. Posteriormente, los tubos fueron
centrifugados a 6200 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se recolecté 1 ml
del sobrenadante de cada muestra, el cual se dividid para preparar dos reacciones
paralelas: un control y una reaccion con acido tiobarbiturico. En el primer caso,
denominado “Tubo A”, se mezclé 1 ml del sobrenadante con 1 ml de &cido tricloroacético
(TCA) al 20%. EI TCA es un agente desproteinizante que precipita las proteinas y permite
liberar compuestos solubles como el MDA. En el segundo caso, denominado “Tubo B”,
se mezcld 1 ml del sobrenadante con 1 ml de una solucion que contenia TCA al 20% vy
acido tiobarbiturico (TBA). El TBA reacciona de forma especifica con el MDA, formando
un complejo coloreado de tono rosado que puede ser cuantificado por

espectrofotometria.

Ambas mezclas (Tubo A y Tubo B) fueron agitadas brevemente en vortex e incubadas
en bafio maria a 95 °C durante 30 minutos para favorecer la formacion del complejo MDA-
TBA. Finalizada la incubacion, las muestras se enfriaron en bafio de hielo durante 15

minutos, se agitaron nuevamente y se centrifugaron a 3000 x g durante 10 minutos para
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eliminar residuos insolubles. El sobrenadante de cada tubo fue transferido a celdas de
cuarzo, y se midieron las absorbancias a 440, 532 y 600 nm en un espectrofotdmetro UV-
Vis. La absorbancia a 532 nm corresponde al maximo de absorcion del complejo MDA-
TBA, mientras que las lecturas a 600 nm se utilizaron para corregir posibles interferencias
debidas a turbidez o particulas residuales, y las lecturas a 440 nm permitieron detectar

interferencias derivadas de compuestos como los carotenoides presentes en el extracto.

Finalmente, se incluyeron controles blancos para cada tipo de reaccion. El blanco A
consistio en 1 ml de etanol al 80% mezclado con 1 ml de TCA al 20%, mientras que el
blanco B contenia 1 ml de etanol al 80% y 1 ml de la solucién TCA-TBA. Estos blancos
permitieron corregir la absorbancia basal atribuible a los reactivos y al medio de
extraccion. Este procedimiento permite estimar la concentracion relativa de productos de
peroxidacion lipidica como el MDA, malondialdehido que se forma como producto final
de la peroxidacion de lipidos, proveniente de acidos grasos poliinsaturados presentes en
las membranas celulares en los tejidos de E. arborea, brindando informacion clave sobre

el estado oxidativo y estrés ambiental al que estan expuestas estas algas.

2.9 Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante un ANOVA de dos vias (post hoc Tukey),
considerando dos factores fijos, el tipo de lamina (L, con dos niveles; juveniles y
maduras), el factor tiempo (T, con seis niveles, Febrero 2023, Abril 2023, Junio 2023,

Septiembre 2023, Noviembre 2023 y Febrero 2024). Se establecid6 un umbral de
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diferencias significativas de p<0.05. Previo al analisis, los datos se sometieron a las
pruebas de normalidad y homocedasticidad, mediante el test de Shapiro-Wilk y la prueba
de Levene. Se transformaron los datos en los casos de que no se cumplieron los
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas. Cuando los datos transformados
no cumplieron con estos supuestos de ANOVA dos vias, se aplico una ANOVA de una
Via (post-hoc Tukey) para cada tipo de lamina, usando el factor Tiempo como unico factor
fijo. También se aplico la prueba no paramétricas de Kruskal-Wallis en caso de que no
se cumpliera los supuestos de normalidad y homocedasticidad para el ANOVA de una
via. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico de Systat-

Sigmaplot 14.5.

Se realizaron analisis multivariantes utilizando los datos normalizados de todas las
variables de respuesta, y se cre6 una matriz de similitud triangular ordenada basada en
las distancias euclidianas. Se completé un disefio cruzado de dos vias PERMANOVA
(9999 permutaciones) para evaluar los cambios estracionales de las laminas jovenes y
maduras de E. arborea. Se utiliz6 un p-valor de Monte Carlo, P(MC), para verificar
diferencias significativas en comparaciones posteriores por pares, ya que el numero de
permutaciones posibles era limitado. Se utilizd una ordenacibn no métrica
multidimensional scaling (MDS) y un analisis de componentes principales (PCA) para
visualizar los patrones multivariantes. Los procedimientos estadisticos se llevaron a cabo

con el paquete de software PRIMER 6 &amp; PERMANOVA+ v.1.0.2 (Anderson et al.,

2008).
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3. Resultados

La temperatura, el indice de surgencia y la irradiancia PAR mostraron una clara variacion
estacional. La maxima variacion de temperatura registrada durante el presente estudio,
fue de 6 °C, con valores minimos de 11 °C y maximos de 21°C durante el mes de Julio.
La temperatura minima registrada fue de 10 °C en primavera (Abril 2023) y la temperatura
maxima registrada fue de 21 °C en verano (Julio 2023) (Fig 9., a). La maxima variacion
CUTI (indice de Transporte de Surgencia Costera) fue de 4 unidades (Fig 9. ,b). La
surgencia minima (-0.9) se presento en invierno 2023-24 y la surgencia maxima (2.9) en

Abril 2023 (primavera) y Junio 2023 (verano).

El fotoperiodo en el rango PAR (Fig 9, c¢) presentd notorias variaciones estacionales. En
primavera, el fotoperiodo fue de 13 h luz 'y 11 h oscuridad, con una dosis luminica diaria
de 5,008.61 p mol m™2 dia™ y un pico de irradiancia de 200 y mol m™ s™'. Durante el
verano, se registro un fotoperiodo de 14 h luz y 10 h oscuridad, con una dosis luminica
diaria de 6,388.78 pmol m™2 dia™" y un pico de 250 umol m™2 s™'. En otofo, la duracion de
la fase iluminada disminuy6 a 11 h luz y 13 h oscuridad, con una dosis luminica diaria de
3,077.61 pymol m™2 dia™ y un pico de 145 ymol m™2 s™'. Finalmente, en invierno, el
fotoperiodo fue de 10 h luz y 14 h oscuridad, con una dosis luminica diaria de 3,587.00
mmol m™2 dia™ y un pico de 160 pmol m™2 s™'. Estos valores reflejan la influencia de la
estacionalidad en la disponibilidad de luz, con maximos en verano y minimos en otofio e

invierno.
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Figura. 9. Parametros fisico-quimicos en el sitio de estudio. (a) Temperatura del agua de
la mar registrada en el manto de E. arborea objeto a estudio a lo largo del ciclo estacional
(b) el indice de transporte de surgencias costera CUTI “Coastal upwelling Transport
Index” de la region Latitud Norte 31° (c) valores de irradiancia PAR en ciclos diarios
promediados para cada estacion del afo, y registrados en el sitio de colecta. En (a) y en
(b), se representan diagramas de caja y bigotes que muestran la distribucion de los datos,
con el inicio de la caja indicando el primer cuartil (Q1), la mediana (Q2) y el tercer cuartil
(Q3), con los extremos de la caja representando el rango intercuartilico. Los bigotes
abarcan el 25 % de los datos en los extremos, mientras que los puntos indican el 0.5 %
de los valores atipicos de cada mes. En (c), se presentan los valores como promedios y
errores estandar (N = 32).
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En general, las curvas de fotosintesis-irradiancia (P-E) de las laminas maduras y juveniles
de E. arborea mostraron un buen ajuste a un modelo hiperbdlico tangencial, con un
coeficiente de regresion de R?> 0.61 para laminas maduras, y R? > 0.77 para laminas
juveniles (Fig. 10., a y b). Los valores de net-Pmax en laminas juveniles (Fig. 10., a)
fueron significativamente mas elevados que en laminas maduras (Fig. 10., b) (p < 0.001,
Tabla I, Anexo I), particularmente en febrero y abril de 2023, asi como en febrero de
2024. Para cada tipo de lamina, net-Pmax (Fig 10, c) presento variaciones estacionales
significativas (p = 0.004, Tabla Il, Anexo |). Los valores maximos en laminas juveniles se
registraron en abril y febrero de 2024, con incrementos superiores al 200 % en
comparacion con el resto del afio. En laminas maduras, los valores de net-Pmax fueron
minimos en noviembre de 2023, 53% menor que en febrero 2024. La interaccion entre
los factores "tipo de lamina" y "tiempo" también fue significativa (p = 0.004, Tabla Il, Anexo
), demostrando los mayores cambios de esta variable en laminas juveniles en
comparacion con las maduras. En varios momentos del afio, la respiracion (R) fue entre
18 y 66% mayor en laminas juveniles (Fig. 10. d). Sin embargo, debido a la elevada
variabilidad de los datos, estas diferencias no fueron significativas (p = 0.235, Tabla |,
Anexo |). Tampoco se encontré un comportamiento claro de R a lo largo del ciclo anual

(p = 0.083, Tabla I, Anexo ).
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Figura 10. Evolucién estacional de las curvas de fotosintesis versus irradiancia (P-E) de
laminas jovenes (a) y maduras (b) de E. arborea. Evolucion estacional de fotosintesis
neta maxima, Net-Pmax (C) y Tasa de Respiracion, R (d). Los valores son promedios y
errores estandar (N = 4). Dentro de cada panel se muestran los resultados estadisticos
del ANOVA de dos vias, para el factor tipo de lamina (L), el factor tiempo (T), y su
interaccion (LxT). n.s = no significativo. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. Se muestran
valores promedios y errores estandar (N = 4).
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Los valores de eficiencia fotosintética (a, Fig. 11, a) fueron significativamente diferentes
entre ambos tipos de laminas (p < 0.001, Tabla |. Anexo |). Las juveniles presentaron una
mayor a con relacion a las maduras durante todo el periodo de estudio. Los valores de a
también variaron estacionalmente (p = 0.004, Tabla |. Anexo |), con valores maximos en
Abril (primavera) y Febrero 24 (Invierno) para ambos tipos de laminas. Los patrones de
variacion del a fueron, por tanto, similares entre ambos tipos de laminas, por lo que la
interaccién de factores (L x T) no fue significativa (p = 0.372, Tabla I. Anexo 1). La
irradiancia de compensacion o E¢ (Fig. 11, b) presentd diferencias significativas entre
laminas maduras y juveniles (p <0.001, Tabla |. Anexo ). Las juveniles mostraron una
menor E. durante todo el afio, excepto en Junio de 2023 (Verano). La Ec no varid
significativamente a lo largo del afo (p = 0.374, Tabla I. Anexo 1), y la interaccion de
factores (LxT) tampoco fue significativa (p =0.395, Tabla |. Anexo |). No se observaron
diferencias significativas para el caso de la irradiancia de saturacion Ex (Fig. 11, cy ,Tabla

l. Anexo ).
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Figura 11. Evolucion estacional de los parametros derivados de las curvas P-E de
laminas jovenes y maduras de E. arborea. Eficiencia fotosintética-a (a), irradiancia de
compensacion (b), e irradiancia de saturacion (c). Los valores son promedios y errores
estandar (N = 4). Dentro de cada panel se muestran los resultados estadisticos del
ANOVA de dos vias, para el factor tipo de lamina (L), el factor tiempo (T) y su interaccion
(LxT). n.s = no significativo. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Las laminas juveniles presentaron una mayor concentracion de clorofila a y clorofila c que
las maduras durante todo el afio (Fig. 12 a, b; p < 0.007***, Tabla | Anexo |). Los valores
de ambos pigmentos también variaron significativamente a lo largo del periodo de estudio
(p < 0.001*** Tabla | Anexo I), y fueron mas elevados en Marzo (primavera) y Febrero
2024 (invierno) para la clorofila a, y en Febrero 2023 (Invierno) y Abril 2023 (Primavera)
para la clorofila c. Las laminas juveniles también presentaron una mayor concentracion
de fucoxantina en relacion con las maduras en la mayor parte del periodo de estudio (p
< 0.007*** Tabla | Anexo I). En laminas maduras se observo una variacion estacional de
la fucoxantina (p < 0.001*** Tabla | Anexo I), con valores mas elevados en Febrero 2023

y 2024 (Invierno), y en Abril 2023 (Primavera) (Fig. 12 c).
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Figura 12. Evolucion estacional del contenido de pigmentos fotosinteticos en laminas
jovenes y maduras E. arborea. (a) Clorofila a, siglas en inglés Chl a (b) Clorofila c, siglas
en inglés Chl c y (c) Fucoxantina, siglas en inglés Fx. (N=12) Dentro de cada panel se
muestran los resultados estadisticos del ANOVA de dos vias, siendo L el factor tipo de
lamina, T el factor tiempo, y LXT la interaccion de factores. n.s = no significativo. * p <

N =

0.05, ** p < 0.01, *™* p < 0.001. Se muestran valores promedios y errores estandar. (
12).
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Los valores del promedio de absorptancia (A) de las laminas en el rango PAR (Apar) y €n
el pico de absorbancia de la clorofila a (Aeso) (Fig 13.) fueron mayores (5.8 -13 %) en
laminas maduras en comparacion con las juveniles. A excepcidn de Aego en laminas
maduras, los valores de absorptancia variaron significativamente a lo largo del periodo
de estudio (p < 0.007*** Tabla Ill Anexo I), y mostraron los valores mas bajos en Junio

(Verano).
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Figura 13. Evolucion estacional de propiedades bio-Opticas de laminas jovenes y
maduras de E. arborea. Espectros de absorptancia (a y b), de absorptancia en el rango
PAR Arar (C), y absorptancia a 680 nm Aggo (d). Dentro de cada panel se muestran los
resultados estadisticos en factor tiempo (T). n.s = no significativo resultados estadisticos
del ANOVA de una vias, siendo T factor tiempo. n.s = no significativo. * p < 0.05, ** p <
0.01, *** p < 0.001. Se muestran valores promedios y errores estandar (N = 12). No se
muestran los errores estandar para los espectros de absorptancia.
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La eficiencia cuantica maxima (Fv/Fm; Fig. 14., a) fue similar entre ambos tipos de
laminas a lo largo de todo el periodo de estudio, con valores entre 0.64-0.76. Las laminas
maduras (p = < 0.001*** Tabla IV, Anexo 1) presentaron una discreta (pero significativa)
reduccion de Fv/Fm en Abril 2023 (primavera). El Fv/Fm de laminas juveniles variaron
estacionalmente (p =< 0.001***, Tabla IV Anexo |) con sus niveles mas bajos en Abril
(primavera) y Junio (verano). Ambos tipos de laminas mostraron un mayor Fv/Fm en
Noviembre 2023 (invierno). La eficiencia cuantica efectiva (PPSII; Fig. 14. b) y la tasa
de transporte de electrones (ETR, Fig. 14. d) fueron mayores en las laminas maduras
en comparacion con las juveniles a lo largo del periodo del estudio (p < 0.007*** Tabla
Il, Anexo [). Para las laminas maduras, ambas variables mostraron un patron claro
estacional (p < 0.007*** Tabla Il. Anexo 1), con valores minimos en Junio (verano) y
maximos en Noviembre (otofio). Por el contrario, no se encontré ningun patron de
variacion claro para ETR y ®PSIl en laminas juveniles, por lo que la interaccion de
factores (L x T) también resulté significativa (p < 0.007*** Tabla Il Anexo ). El
apagamiento no fotoquimico (NPQ, por sus siglas en inglés “non-photochemical
quenching”) (Fig. 14, c) fue también mas elevado en laminas maduras, a excepcion de
los meses de Abril 2023 (Primavera) y Febrero 2024 (Invierno). Solo en laminas maduras
se observo una variacidon significativa del NPQ a lo largo del periodo de estudio (p =

0.016* Tabla IV, Anexo 1), con valores minimos en Febrero 2023 y 2024 (Invierno).
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Figura 14. Evolucién estacional de descriptores fotoquimicos en laminas jovenes y
maduras de E. arborea. (a) Eficiencia cuantica maxima F./Fm
efectiva ®psii, (c) apagamiento no fotoquimico NPQ, (d) Tasa de Transporte de electrones
ETR. Dentro de cada panel se muestran los resultados estadisticos para el factor tipo de
lamina (L), el factor tiempo (T), y su interaccion (LxT). n.s = no significativo. * p < 0.05, **
p <0.01 *** p <0.001. Se muestran valores promedios y errores estandar (N = 12).

, (b) eficiencia cuantica
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El contenido en nitrégeno total de ambas laminas (Fig. 15, a) estuvo en rango de 1.5 a
2.2 %. Las laminas juveniles mostraron estacionalidad en el contenido de N (p < 0.007***,
Tabla lll.), con los niveles mas altos de nitrégeno en los meses de Abril, Junio, Septiembre
y Noviembre. Por otro lado, las laminas maduras presentaron estacionalidad (p <
0.001***, Tabla 1V), con el menor porcentaje de nitrdgeno en junio y los niveles mas altos
en febrero de 2023 y 2024 (Invierno). El contenido de carbono total (Fig. 15, b), vario
entre 25% y 29% en ambos tipos de laminas. Ambos tipos de laminas presentaron
estacionalidad en el contenido en C, maduras (p < 0.015% Tabla IV.) y las juveniles (p =
0.005**, Tabla IV., Anexo |). Las maduras presentaron un porcentaje de carbono mayor
con respecto a las laminas juveniles durante la mayor parte del tiempo de estudio,
Febrero (Invierno), Abril (Primavera), Junio y Noviembre 2023. En Junio 2023, se registrd
la mayor diferencia entre las laminas (+8%). La sefial isotdpica del nitrogeno (6'°N) (Fig.
15, c¢) estuvo en un rango promedio de 8.2 a 11.5 en ambos tipos de lamina. Ambas
laminas, juveniles y maduras, presentaron estacionalidad en 8'°N (p < 0.0071***,Tabla 2
; p =< 0.007*** Tabla IV.). Los mayores valores de &'°N se registraron durante los meses
de Febrero (Invierno), Septiembre (Otofio) y Noviembre (Invierno) de 2023 para ambos
tipos de laminas. Es importante sefalar que Noviembre 2023 fue el unico mes donde las
laminas maduras presentaron una sefal isotdpica mas enriquecida. La sefal isotdpica
0"3C (Fig. 15, d) estuvo en un rango de (-17 a -21). Ambas laminas presentan
estacionalidad, con valores significativos para las juveniles (p =< 0.007***, Tabla IV,
Anexo I) y las maduras (p < 0.007*** Tabla Ill, Anexo |). Los meses con valores mas
negativos (seflal menos enriquecida) para ambos tipos de laminas fueron Febrero

(Invierno), Abril (Primavera) y Junio 2023 (Verano) y Febrero 2024 (Invierno). Los valores
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mas positivos corresponden para el mes de Septiembre (Otono). Aunque los promedios
fueron similares entre los dos tipos de lamina, en la mayoria de los meses registrados los

promedios de las juveniles tendieron a mostrar valores mas negativos.
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Figura 15. Evolucion estacional de la composicion de nitrégeno y carbono totales (a y b)
y sefales isotdpicas de carbono y nitrogeno (c y d) en laminas juveniles y maduras de E.
arborea. Dentro de cada panel se muestran los resultados estadisticos para el factor
tiempo (T). n.s = no significativo. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. Se muestran valores

promedios y errores estandar (N = 12).
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En las laminas juveniles, se observo una variacion estacional significativa de los valores
de peroxidacion lipidica (Fig. 16; p < 0.001**, Tabla 1V, Anexo l.), mientras que en las
maduras no se detectaron diferencias significativas (p = 0.352, Tabla IV, Anexo I). Se
encontraron diferencias de peroxidacion lipidica entre ambos tipos de laminas. Las
diferencias mas notorias se observaron en Abril de 2023 (primavera), cuando los valores
de las laminas maduras fue un 58.6% mayor que en las juveniles, y en Febrero 2025
(Invierno), con un incremento del 23.6% en las maduras. Sin embargo, en Febrero
(invierno), la peroxidacion lipidica de laminas juveniles fue un 13% superior a la de las
maduras. En junio de 2023 (verano), se reportaron valores un 21.3%, mayores con

valores mas altos en laminas juveniles.
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Figura 16. Evolucion estacional de la peroxidacion lipidica en laminas juveniles y
maduras de E. arborea. Los resultados estadisticos corresponden a un analisis no
parametrico Kruskal-Walis, siendo T factor tiempo. n.s = no significativo. * p < 0.05, ** p
<0.01, ** p < 0.001. Se muestran valores promedios y errores estandar (N=12).
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Los resultados del analisis multidimensional (MDS) (Fig 17. a) para ambos tipos de
laminas presenté un valor de stress de 0.16 y 0.18, que indica una representacion
aceptable de los datos. Para las laminas juveniles, se observaron diferencias entre las
agrupaciones de datos por meses de muestreo, a excepcion de los meses de septiembre
y noviembre. Para las laminas maduras no se observaron estas diferencias entre grupos,

debido a la mayor dispersion de las réplicas por mes de muestreo.

Las laminas juveniles presentaron un valor de stress de 0.10, lo cual indica una
representacion fiel de la estructura multivariada de los datos. En su version bidimensional,
el valor de stress fue de 0.16, igualmente aceptable. El patron de agrupamiento entre
muestras varié por temporada. Las muestras de febrero mostraron una agrupacion mas
cerrada, lo cual sugiere una respuesta fisiologica relativamente homogénea durante el
invierno. Por el contrario, las muestras de marzo y junio se distribuyeron de forma mas
dispersa en el espacio multivariado, lo que sugiere una mayor heterogeneidad funcional,
posiblemente asociada a condiciones ambientales cambiantes o transiciones fisiologicas
propias de estas estaciones. Las muestras del grupo FEBX “Febrero 2024” (Invierno)
mostraron una posicion cercana a las de febrero, indicando consistencia funcional con
las etapas tempranas del afno. Estos resultados refuerzan la existencia de patrones
estacionales diferenciados en la fisiologia de las laminas juveniles de E. arborea. Esto es
consistentes con los hallazgos en laminas maduras. La configuracion tridimensional. de
las laminas maduras presentaron un valor de stress de 0.11, lo que indica una
representacion confiable de las relaciones multivariadas entre muestras. La configuracion

bidimensional mostré un stress de 0.18, considerado aceptable. En la grafica MCA (Fig
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17. b), se observo cierto grado de agrupamiento por temporada, particularmente entre
las muestras de febrero, marzo y junio (invierno 2023, primavera y verano), lo cual sugiere
similitud fisiolégica entre estos meses. Por otro lado, las muestras de septiembre y
noviembre mostraron una dispersion mayor, especialmente noviembre, lo que podria
reflejar una respuesta fisiolégica mas heterogénea al final del ciclo anual. Las muestras
etiquetadas como FEBX “febrero 2024” (Invierno 2024) mostraron posiciones intermedias
entre febrero y marzo, lo que sugiere una relacion fisiologica cercana a los meses de
invierno/primavera. Este patron espacial en el MDS es coherente con los resultados
fisiologicos que arrojan una diferencia significativa entre temporadas, aunque también

una componente de variacion residual considerable.
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( b) Normalise

Resemblance: D1 Euclidean distance

2D Stress: 0.18
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Figura 17. Analisis Multivariante (Multidimesional Scalinf y PCA) realizado para (a)

Laminas juveniles (b) Laminas maduras de E. arborea.

El analisis PERMANOVA (Tabla V, Anexo 1) reveld diferencias significativas en la

respuestas fisiologicas tanto en las juveniles como en las maduras de E. arborea a lo

largo del afio (p = 0.001). En laminas maduras, se observo un efecto significativo del

tiempo (Pseudo-F = 3.03), indicando que su fisiologia varia a lo largo del afio, aunque

con una magnitud menor comparado con las juveniles. Las laminas juveniles mostraron

una respuesta temporal a un mas marcada (Pseudo-F = 4.01).
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4. Discusion

Esta tesis documenta, por primera vez, los cambios ecofisiolégicos en laminas de
esporofitos adultos del kelp E. arborea a lo largo de un ciclo estacional. Los cambios de
algunas variables biolégicas pueden relacionarse con cambios estacionales de la
irradiancia, la temperatura o la adveccién de nutrientes (p.e., nitrato) por surgencias
oceanicas. A lo largo del periodo de estudio (Febrero 2023 a Febrero 2024), las laminas
juveniles (Lj) exhibieron una mayor variacion fisiologica estacional que las laminas
maduras (Lm) (Fig. 17. del MDS). Sin embargo, mas alla de los cambios estacionales,
las diferencias mas significativas se encontraron al comparar las propiedades fisiologicas
entre ambos tipos de laminas, Lj y Lm, posiblemente asociadas a sus diferentes
requerimientos energéticos para el crecimiento. Ademas, ambos tipos de laminas se
situan en posiciones distintas en el dosel de E. arborea, y por tanto, estan expuestas a
distintas condiciones de luz. Las Lj crecen mas al interior y se encuentran sombreadas
por las Lm externas. Nuestros resultados indican que esta diferente exposicién a la
irradiancia puede ser un factor importante que explica (al menos en parte) las diferencias
en muchos descriptores fisiologicos entre ambos tipos de laminas, sobre todo de aquellos

relacionados con las respuestas fotobiologicas.

De forma general las tasas maximas de productividad fotosintética (net-Pmax) y de
eficiencia fotosintética (a) fueron mas elevadas en Lj en comparacion con Lm. Esto se
asocia a una mayor capacidad del aparato fotosintético para generar mayores actividades
fotosintéticas (Yokohama & Maegawa, 1988; Sakanishi et al. 1989; Haroun 1992). Las

mayores capacidades fotosintéticas de Lj son reflejo de su mayor tasa de crecimiento, y
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por tanto, de la necesidad de una mayor tasa de acumulacion de fotosintatos para su uso
en compuesto estructurales o como fuente energia en procesos de catabolismo (Arnold
y Manley, 1985; Koehl y Alberte, 1988). Las tasas de respiracion observadas en Lj, mas
elevadas que las de Lm, también coinciden con el metabolismo “acelerado” de las
primeras. Estas diferencias en la productividad fotosintética con la edad y/o madurez del
tejido fotosintético ya ha sido demostrado en otras especies de Laminariales (Smith et al.
1983; Arnold y Manley, 1985; Koehl y Alberte, 1988; Haroun et al. 1992; Hurd et al. 2014,
Rodriguez et al. 2016) y otras especies de macrdfitos (p.e., pastos marinos; Ruocco et
al. 2019). En el Anexo |l se profundiza la comparacion de las laminas maduras y juveniles,
comparado su productividad primaria con otras especies a nivel mundial y su
estacionalidad. Por otra parte, la mayor eficiencia fotosintética (a) en Lj en comparacion
con Lm, coincide con las menores irradiancias de compensacién (Ec) medidas en las
primeras. La Ec es la irradiancia que induce tasas de fotosintesis (o ganancias de
carbono) similares a las tasas de respiraciéon (entendidas como pérdidas de carbono).
Por tanto, una menor Ec en Lj se puede interpretar como un mecanismo de aclimatacion
para el mantenimiento de balances de carbono positivos bajo las condiciones limitantes
de luz dentro del dosel de E. arborea. Los ajustes en Ec y a se identifican entre los
procesos clasicos de fotoaclimatacion en respuesta a condiciones de baja disponibilidad
de luz. Generalmente, estos ajustes se asocian a modificaciones en el numero o tamafio
de sus unidades fotosinteticas (PSUs; antenas y centros de reaccion) se suele interpretar
cambios en la Ec con modificaciones en el numero o tamafo de sus unidades
fotosintéticas (PSUs; antenas y centros de reaccion. (Ramus, 1981; Cowski y LaRoche,

1991; Gémez et al., 2009).
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Los valores de eficiencia cuantica maxima (Fv/Fm) y de eficiencia cuantica efectiva
(®PSII) reflejan la funcionalidad y la eficiencia de procesos fotoquimicos del aparato
fotosintético a nivel de la membrana de los tilacoides, en condiciones de oscuridad e
iluminacion respectivamente (Beer et al. 2015; Almeida-Saa et al. 2024). La tasa de
transporte de electrones (ETR) es el flujo de electrones entre fotosistemas, y en cierta
medida, puede compararse con las tasas de fotosintesis medidas por evolucion de
oxigeno (Longstaff et al. 2002). A pesar de que nuestros resultados demostraron que las
Lj exhiben mayores valores de net-Pmax y a, estas diferencias no se observaron las
variables fotoquimicas mencionadas (Fv/Fm, ®PSIl, ETR). En algunas estaciones del
ano, los valores de ®PSIl y ETR fueron incluso mayores en Lm en comparacion con los
de Lj. Esta aparente discrepancia entre descriptores de la fotosintesis medidos por
evolucion de oxigeno y por fluorescencia de la clorofila a del PSIl no es rara, y ha sido
reportada en distintos trabajos con macroéfitos marinos (Glud et al. 2002; Sanchez-
Barredo et al. 2020; Franke et al. 2024; Vivanco-Bercovich et al. 2024). Una explicacion
aceptada a esta condicion es la existencia de sumideros metabdlicos que provocan el
redireccionamiento de electrones a procesos alternativos a la fotosintesis (p.e., ciclo de
Mehler; Maxwell y Johnson, 2000). Por otra parte, los valores de apagamiento no
fotoquimico (NPQ) fueron generalmente mayores en Lm en comparacion con Lj. EI NPQ
es una variable fotoquimica que refleja la activacion de procesos a nivel de fotosintesis
(p-e., ciclo de xantofilas) que permiten la disipacion del exceso de energia fotdnica (i.e.

exceso de irradiancia) en forma de calor. (Mikami & Hosokawa, 2013; Berne et al. 2018)
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En nuestro estudio, por tanto, el mayor NPQ medido en Lm se debe a su mayor

exposicidn a la luz, en comparacion con las Lj sombreadas por ellas.

Los valores de net-Pmax de Lj fueron mucho mas variables que los observados en Lm, y
los maximos se encontraron en invierno e inicio de primavera, cuando el dosel de E.
arborea estd mas reducido (i.e., menor numero de laminas, y de menor tamafo;
(Zertuche-Gonzalez et al. 2022). El incremento de net-Pmax en esta época del afio podria
indicar un ajuste fotosintético de las laminas jévenes dirigido a un mayor aprovechamiento
de la irradiancia cuando el dosel esta reducido. Los patrones de variacion del contenido
en pigmentos (clorofila a, clorofila ¢ y fucoxantina), similares a los de las tasas de
fotosintesis, concuerdan con estas repuestas de fotoaclimatacion. Otros trabajos han
documentado esta relacién entre la disponibilidad de irradiancia, las tasas de fotosintesis

y la acumulacién de pigmentos (Sakanishi et al. 1989; Fairhead, 2004).

Nuestros resultados no muestran una relacion clara entre la absorptancia (Arar, Asso) del
tejido fotosintético y la concentracion de pigmentos en el mismo, ni estacionalmente ni en
la comparacién entre tipos de laminas. La absorptancia es una variable que indica qué
proporcion de la luz incidente (en el rango PAR) es retenida (o absorbida) en el tejido
fotosintético (Vasquez-Elizondo et al. 2017). Aunque, de forma general, las Lj presentan
mas concentracion de pigmentos que las Lm, la absortancia muestra el patrén contrario.
Esto indica que la organizacion de los pigmentos en la ultraestructura de las laminas es

un factor mas condicionante en la A que la propia concentracion de pigmentos, como se
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ha visto en otros trabajos en los que evaluan estas propiedades bio-6pticas en macrofitos
marinos (Forbes y Canny, 1981; Colombo-Pallotta et al. 2006; Almeida-Saa et al. 2024).
Las Lm presentan una mayor complejidad ultraestructural y grosor que las Lj (Fig 18.),
dos caracteres que afectan los niveles de absorptancia (Luning y Dring, 1985). Estos
mismos cambios en la organizacion de pigmentos en los tejidos también pueden ayudar
a entender la aparente discrepancia entre la variacion estacional de tasas de fotosintesis

con los niveles de absorptancia.

La peroxidacion lipidica describe el dafio oxidativo que las especies reactivas del oxigeno
(o ROS, por su nomenclatura en inglés “reactive oxygen species”) causan sobre las
membranas biologicas celulares de las algas (Bischof y Rautenberger, 2012). Las ROS
son sub-productos naturales de los procesos fotosintéticos y respiratorios, y su efecto es
contrarrestado por el sistema antioxidante, enzimatico y no-enzimatico (Tripathy y
Oelmuller, 2012). Las ROS pueden aumentar en situaciones de estrés fisioldgico, bajo
condiciones de alteracion de los procesos metabdlicos por efecto de distintos estresores
(Umanzor et al., 2020). En nuestro estudio, no encontramos diferencias significativas de
dafio oxidativo en ambos tipos de laminas. Esto sugieren que ni el distintos metabolismos
de Lj y Lm, ni su distinta exposicion a irradiancia, son factores capaces de causar
diferencias significativas en estrés oxidativo entre laminas. Tampoco encontramos un
patron claro en su variacion estacional, por lo que se puede deducir que los cambios en
los variables como la luz, temperatura y adveccion de nutrientes no causaron un estrés

metabdlico capaz de generar alteraciones a nivel de dafo oxidativo (Beer et al., 2014).

58



Los valores de 6"C en laminas de E. arborea fluctuaron entre =17 y —21 %o, similares a
los encontrados en esta especie en Bahia Tortugas (B.C.S), —-19 %. (Gomez-Valdez,
2012). Estos valores indican la incorporacion de CO, disuelto y HCOs;™ como fuentes de
carbono inorganico disuelto (CID). Durante primavera y verano, se observaron valores
mas positivos (mas enriquecido), coincidiendo con una mayor irradiancia y temperatura,
lo que indica un aumento en la utilizacion de CID, mas enriquecido en "*C proveniente de
surgencias oceanicas, asi como una reduccion en la discriminacion isotdpica asociada a
tasas de crecimiento elevadas (Roleda & Hurd, 2012; Drobnitch et al. 2017; Vokhshoori
et al. 2024). Ambos tipos de laminas también presentaron un mayor contenido en C total
en estas épocas del afo, lo que indica una mayor acumulacion de C de reserva
proveniente de procesos fotosintéticos. Por otra parte, las Lj presentaron una sefal
isotopica del carbono sutiimente menos enriquecida que las Lm, lo que podria explicarse
por las condiciones limitantes de luz dentro del dosel a los que las primeras estan
expuestas la mayor parte del afio. Estas condiciones limitantes de luz pueden limitar la
actividad de la maquinaria fotosintética, y por tanto, reducir la capacidad de fijacién de
CID e incrementar la discriminacion isotdpica. Otros procesos metabdlicos podrian
también contribuir a estas diferencias, como aquellos relacionados con los “mecanismos
de concentraciéon de CID”, que incluyen la actividad de anhidrasas carbdnicas y el
transporte de CID a través de las membranas celulares hasta la enzima fijadora
RUBISCO en el cloroplasto (Edwards 1998; Fernandez et al. 2014; Drobnitch et al. 2017).

Ademas, otros factores abitéticos como la irradiancia, profundidad, velocidad del agua y
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oleaje también influyen en la sefial isotopica del carbono (Fox, 2013; Drobnitch et al.,

2017).

Las Lm exhibieron un mayor contenido en C total que las Lj, lo que indica una mayor
inversion en C estructural y de reserva esperable en tejidos mas maduros. El C total
también cambid con la estacion del afio (mas alto en primavera y verano), lo que puede
reflejar un mayor almacenamiento de carbono derivado de la fotosintesis, impulsada por
condiciones oOptimas de luz y temperatura, lo que concuerda con los maximos niveles de
carbohidratos (una medicion indirecta de %C) en primavera y verano (Hernandez-

Carmona et al. 2009).

La seiial isotopica de 8'°N en E. arborea oscilaron entre 8 y 12 %o, similar a las reportada
para la especie en Bahia Tortugas (B.C.S.), ~8.95 %0 (Gémez-Valdez, 2012). Tanto las Lj
como las Lm mostraron cambios estacionales en su composicion isotopica del nitrégeno,
con valores menos enriquecidos en primavera e inicios de verano, y mas enriquecidos en
otofio. La senal isotopica del nitrdgeno en macrofitos marinos se asocia principalmente a
la sefial isotopica de la fuente de nitrdgeno, mas que a los propios procesos fisiologicos
que pueden causar discriminacion en la incorporacion/asimilacion del N (Evans, 2001;
Florez et al. 2021). Los valores mas positivos de 3'N pudieron reflejar la mayor
disponibilidad de nitrato desde aguas profundas influenciadas por la Zona Minima de
Oxigeno (ZMO), enriquecidas por procesos de desnitrificacion. Las mayores tasas de
metabodlicas y de crecimiento pudieron contribuir también a menor discriminacion

isotopica en épocas de condiciones ambientales favorables. Estas observaciones indican
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una fuerte influencia de la fisiologia de E. arborea y de un isoscape regional dinamico en
Bahia Soledad, como se ha documentado para otros macrofitos marinos en la region
(Sandoval-Gil et al., 2015). Por su parte, el contenido en nitrégeno total fue superior en
Lj en comparacion con Lm, a lo largo del todo el periodo de estudio. Esto es logico si se
entiende a las Lj como sumideros de N para mantener su mayor crecimiento, mientras
que las Lm ejercen el papel de fuente de N. Generalmente, en macrdfitos el N es
movilizado desde compartimentos vegetativos que funcionan como fuentes, a aquellos
que funcionan como sumideros (Borum et al. 1989). Las laminas jévenes estan
“construyendo” tejido nuevo, con mayores requerimientos de N. (Wheeler y North, 1981).
El contenido en N se incrementa estacionalmente en Lj en primavera e inicios de verano,
lo que coincide con una mayor discriminacion isotopica del N (i.e., valores menos
positivos de 8'°N). Esto podria explicarse con una mayor disponibilidad de nitrégeno
(nitrato) en la columna de agua, a concentraciones que no son limitantes para el
crecimiento de E. arborea. En general, una menor discriminacion isotopica del nitrégeno
se asocia a condiciones limitantes del N para el crecimiento (Orlandi et al. 2014).
Generalmente, en macrofitos el N es movilizado desde compartimentos vegetativos que
funcionan como fuentes, a aquellos que funcionan como sumideros (Stephens, 2015). El
Anexo lll profundiza en la discusion entre los isotopos del ambiente (isoscape) y la sefial
isotopica en laminas maduras y juveniles de E. arborea en el sistema de Corriente de

California.
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5. Conclusion

Eisenia arborea mostré variaciones claras en distintos descriptores fisiologicos a lo del
ciclo estacional, de acuerdo con los cambios en la disponibilidad de luz, en la
temperatura, y disponibilidad de nutrientes por surgencias oceanicas. Estas variaciones
fueron mas marcadas en laminas jévenes, en comparacion con las maduras. Algunos de
estos ajustes fisioldgicos incluyeron variables relacionadas con la productividad

fotosintética, el contenido en nutrientes o la sefal isotdpica de los tejidos.

Mas alla de las variaciones estacionales en la ecofisiologia de E. arborea, nuestros
resultados demostraron notables diferencias en las propiedades fisiologicas de las
laminas jovenes y maduras. Algunas de estas diferencias se pueden relacionar con el
diferente estado de desarrollo de ambos tipos de laminas, sus diferentes requerimientos
para el crecimiento, o la distinta funcionalidad de los tejidos (fuentes versus sumideros)
en el entramado metabdlico del organismo. El mayor contenido en nitrogeno total, y las
elevadas productividades fotosintéticas y tasas de respiracion observados en las laminas
jovenes son un ejemplo claro de esto. También se encontraron consistentes diferencias
en descriptores fotobioldgicos entre ambos tipos de laminas, que se pudieron relacionar
a la distinta posicion de estas en el dosel de esporofitos adultos de E. arborea, y su
distinta exposicion a irradiancia. Por ejemplo, las laminas jovenes, sombreadas por las
maduras y expuestas a una menor irradiancia, exhibieron ajustes clasicos de
fotoaclimatacion a condiciones limitantes de luz, tales como una mayor eficiencia

fotosintética (a) y menor irradiancia de compensacion (Ec). Por su parte, las laminas
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maduras exhibieron ajustes de fotoproteccion ante la exposicion a mayor irradiancia,
como un NPQ elevado. Esto nos lleva a teorizar que el esporofito de E.a presenta una
estrategia de crecimiento en la que las laminas juveniles, altamente productivas, son
protegidas de la alta irradiancia por laminas maduras, las cuales poseen mayor capacidad
para disipar el exceso de energia provenientes de la irradiancia y la temperatura
ambiental. De este modo, se optimiza la reparticion de funciones entre laminas,
priorizando la fotoproteccion de las juveniles mediante disipacion energética en el
cloroplasto. Este patron contrasta con el de Macrocystis y otros pastos marinos, donde
las laminas juveniles se exponen a mayor irradiancia y las maduras suelen ser mas

productivas.

En general, los resultados de esta tesis contribuyen al entendimiento de la ecologia y
fisiologia de E. arborea. Las notables diferencias encontradas en las respuestas y
propiedades ecofisiolégicas de laminas jovenes y maduras, enfatiza la necesidad de
incorporar distintos tipos de tejidos (de diferente desarrollo o de distintos compartimentos
vegetativos) para lograr una comprension mas robusta de la plasticidad fisiologica del
organismo ante condiciones cambiantes ambientales. Nuestros resultados pueden servir
también como base para futuros estudios enfocados en la productividad primaria de esta
especie, su resistencia a estresores ambientales, o incluso en estimaciones para modelos
de carbono azul. Los datos obtenidos pueden ser utilizados para desarrollar modelos
matematicos y ecoldgicos que logren predecir la relacidn entre parametros fisiolégicas y
las condiciones abidticas. Esto es particularmente relevante para el disefio de estrategias

de manejo y conservacion mas efectivas.
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E. arborea es una de las especies de kelp mas resistentes a los estresores ambientales
del litoral rocoso del Pacifico oriental. Su capacidad para tolerar altas temperaturas y
escasez de nutrientes la posiciona como un organismo clave para la estabilidad y
resiliencia de los bosques de macroalgas y los sistemas socio-ecologicos asociados,
especialmente ante escenarios de cambio climatico. Comprender sus respuestas
ecofisiolégicas no solo permite interpretar mejor su rol funcional en el ecosistema, sino
qgue nos ofrece un modelo comparativo valioso para el estudio de otras especies menos
tolerantes a condiciones de estrés. Asimismo, futuros estudios podran utilizar estos
resultados como punto de partida para iniciativas mas amplias, como el calculo potencial
de captura de carbono de E. arborea en distintos contextos ecoldgicos, o la estimacion
de su productividad en términos de biomasa, con aplicaciones en la industria pesquera,
acuicola y biotecnolégica. Considerando su resistencia bioldgica y productividad, E.
arborea representa una especie con alto potencial para proyectos de acuacultura
multitréfica, restauracion ecoldgica, mitigacion climatica y desarrollo sostenible de una
bioeconomia azul basada en recursos marinos para la regién de la peninsula de Baja

California.
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6.Anexo l. Resultados y figuras de apoyo

Tabla Il. Descriptores bioldgicos medidos in-situ en laminas juveniles y maduras de

Eisenia arborea recolectadas a una profundidad de 10-15 m, analizando mediante una

prueba ANOVA de dos vias.

Blade Stage (L) Time Month (T) Blade Stage X Time Month (LXT)
Biological Variables
df MS F P df MS F P df MS F P
Net-Pmax 1 2104 6223 <0.001 5 0.144 4248 0.004 5 0.144 4248 0.004
pmol Oz2-g DW-h'!
Gross-Pmax 1 7716 50.63 <0.001 5 0982 6.444 <0.001 5 0.151 0.993 0.436
pmol Oz2-g DW-h'!
Dark Respiration I 0729 1461 0.235 5 1067 2.14 0.083 5 0459 092 0.479
pmol O2-g DW-h!
Photosynthesis efficiency 1 2104 6222 <0.001 5 0.144 4284 0.004 5 0.042 1.238 0.312
a
Ec 1 1733 1455 <0.001 5 1312 1.107 0.374 5 1271 1.067 0.395
pmol photons'm™ -s
Ex 1 4845 1.863 0.181 5 3042 1.17 0.343 5 2854 2195 0.076
pmol photons'm™ -s
Chla 1 2249 3488 <0.001 5 1.094 16.97 <0.001 5 0.06 0.925 0.467
ng-g FW
Fucoxanthin 1 1737 43.55 <0.001 5 0452 11.33 <0.001 5 0.053 1.337 0.253
ng-g FW
D psu 1 0.032 53.07 <0.001 5 0.015 2545 <0.001 5 0.004 6.746 <0.001
ETR 1 178.6 30.28 <0.001 5 1786 30.28 <0.001 5 52.01 83816 <0.001

umol electron m? -s™!
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Tabla lll. Descriptores biologicos medidos in-situ en laminas juveniles y maduras de
Eisenia arborea recolectadas a una profundidad de 10-15 m, analizando mediante una

prueba ANOVA de una via.

Time Month (T)
Biological Variables
d.f MS F P
A680 Mature Blade 5 0.0001 1.571 P=0.186
A680 Young Blade 5 0.0024 7.467 P <0.001
Chl ¢ Young Blade 5 2.136 18.072 P <0.001

ng-g FW!

APAR Mature Blade 5 0.0358 106.262 P <0.001

613C Mature Blade 5 0.0215 7.619 P <0.001
615N Young Blade 5 11.52 37.27 P <0.001
%N Juvenil 5 0.117 42.089 P <0.001
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Tabla IV. Descriptores bioldgicos medidos in-situ en laminas juveniles y maduras de
Ecklonia arborea recolectadas a una profundidad de 10-15 m, analizando mediante una
prueba No-parametrica (Kruskal-Wallis).

Time Month (T)
Biological Variables
d.f H P
NPQ Young Blade 5  8.699 P=0.122

NPQ Mature Blade 5  13.893 P =0.016

APAR Young Blade 5 25852 P=<0.001

Chl ¢ Mature Blade 5  60.852 P =<0.001
ng-g FW
Fv/Fm Mature Blade 5 34579 P =<0.001
Fv/Fm Young Blade 5 28434 P=<0.001
513C Young Blade 5 2518 P=<0.001

% Carbon Mature Blade 5 14.07 P =0.015

% Carbon Young Blade 5 16.73 P =0.005

615N Mature Blade 5 3137 P =<0.001
%N Mature Blade 5 2149 P=<0.001

Young Peroxidation 5 30.69 P=<0.001

Mature Peroxidation 5 5.51 P =0.352
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Tabla V. Analisis PERMANOVA de laminas juveniles y maduras

a) PERMANOVA de los parametros biologicos laminas maduras.

Raiz Cuadrada de residuales

Parametro Valor

Factor evaluado 6
Pseudo-F 3.03
P(perm) 0.001
Varianza explicada por Tiempo 4.93
Raiz Cuadrada 2.22
Varianza Residual 9.71
3.12

b) PERMANQOVA parametros biologicos de laminas juveniles.

Raiz Cuadrada de residuales

Parametro Valor
Factor evaluado 6
Pseudo-F 4.01
P(perm) 0.001
Varianza explicada por Tiempo 6.83
Raiz Cuadrada 2.61
Varianza Residual 9.06
3.01
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Figura 18. Corte transversal de laminas. a ) Lamina juvenil , cuenta con un menor grosor
medular y presenta mayor superficie con relacion al volumen de las laminas maduras. b)
Lamina madura cuentan con un mayor grosor y volumen en relacién al area.

200 um
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Tabla VI. Comparativa de condiciones ambientales, métodos y ubicacion en los balances de
carbon para el clado que conforma Ecklonia y Eisenia. Los niveles reportados para el grupo
taxonomico de Eisenia/Ecklonia en zonas submareales del hemisferio norte y sur, proporciona
un marco de referencia del patron estacional de la respuesta metabdlica de E. arborea. El
simbolo (*) es una aclaracion de unidades convertidas de de pmol O, g7 PSh™amg C g™ PS

h™.

Referencia Hemisferio Muestra Especie Mes/Aio Estacién Ubicacién y profundidad
Eiseni Bahia Soledad, Méxi
Lamina Juveniles, Estudio actual Norte Tejido de disco 1senta Febrero 2024 Invierno alia Soleda exieo
arborea -15 metros
Eiseni Bahia Soledad, Méxi
Lamina Maduras, Estudio actual Norte Tejido de disco tsenta Febrero 2024 Invierno alila 50 leGag, Hexico
arborea -15 metros
Lami Eiseni Hipolito, Méxi
L4amina Madura Arnold K., 1980 Norte mina 1senta Febrero 1979 Invierno San Hipolito, México
completa arborea -0.61 metros
Liamina Madura Arnold K., 1980 Norte Ldmina Eisenia Febrero 1978 Invierno Isla de San Clemente, USA
completa arborea -0.61 metros
Lamina Maduras Miller et. al., 2006 Sur Tejido de disco Eckl.oma Noviembre 2000 Primavera Doubtful Sound, Nueva
radiata Zelanda -10 metros
Laminas maduras Stachr & Wernberg, 2009 Sur Tejido de disco Ecklloma Diciembre 2005 | Inicios Verano Hamelin Bay, Australia -
radiata 12 metros
Irradiancia .
Net-Pax Dark Respiration
X Quantum Flux
Referencia Temperatura
2 . . 1,
p.molphsoltonsm mg Cg DW"h' pmoll()}zl-lg DW mg Cg -DW-"h" umol O, lg DW"-h
Lamina Juveniles, Estudio actual 1000 15°C 1.37+0.776* 132.18+£75 0.561 +0.129 | 47.59+10.96
Lamina Maduras, Estudio actual 1000 15°C 0.385+0.145* 3719+14 0.198+0.0116 | 16.83+0.98
Lamina Madura Arnold K., 1980 1450 20°C 0.464+0.237 |44.84 £19.75*| 0.314+0.283 | 10.18+7.22*
Lamina Madura Arnold K., 1980 1345 15°C 0.622 +£0.439 | 60.03 £36.6% | 0.120 £0.085 | 26.61+24.03*
Lamina Maduras Miller et. al., 2006 350 12°C - 187.5+31.25 - 5.00 +£0.31*
Laminas maduras Staechr & Wernberg, 2009 530 10 °C 3+0.5 - 05+0.1 -
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Anexo |l. Notas sobre la comparacion de
productividad fotosintética y respiracion de
macroalgas Laminariales de los géneros Ecklonia
y Eisenia

El unico estudio previo que proporciona una referencia sobre los balances de carbono y
respiracion en Eisenia arborea es el de Arnold (1980). No obstante, su estudio presenta
diferencias metodoldgicas con respecto al presente trabajo. Arnold (1980) llevé a cabo
incubaciones de laminas completas durante 3-4 horas para cada botella de luz y
oscuridad, empleando volumenes de 0.3 a 4 litros. La evolucion del oxigeno fue medida
con un oximetro (YSI Model 57 oxygen analyzer and electrodes) bajo irradiancias
maximas in situ de 1310 pmol m™2 s™' (PAR) en San Clemente Island, y 1450 pmol m™2
s™" en Punta San Hipdlito (Baja California, México). Actualmente, la productividad primaria
se reporta comunmente en unidades de umol O, g™ PS h™; sin embargo, Arnold (1980)
expreso los valores de net-Pmax y de respiracion en mg C g™ PS h™, asumiendo un
cociente fotosintético (Photosynthetic Quotient, PQ = moles de O- liberados/ moles de
Cfijados) de 1.14 para E. arborea con un rango de 1.09-1.48. Utilizando esta relacion, los
valores de productividad pueden ser comparados (Anexo, Tabla 4) Los valores obtenidos
en el presente estudio para laminas maduras analizadas en febrero registraron una Net
P-max de 0.444 mg C g™' PS h™, un resultado comparable al reportado por Arnold para
laminas maduras submareales de E. arboreaen San Clemente, donde se obtuvo una Net
P-maxde 0.2 mg C g™' PS h™ a una profundidad de 9 metros. Por otro lado, las laminas

juveniles presentaron una Net-Pmax significativamente mayor, con un valor de 1.584 mg
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C g PS h™, superando las tasas observadas en laminas maduras colectadas en zonas
intermareales de Punta San Hipdlito, Baja California. En esta localidad, Arnold reporté un
valor de 0.464 mg C g PS h™ a una profundidad de -0.61 metros durante invierno
(Febrero 1979). La respiracion oscura de las laminas maduras en el presente estudio es
comparable a las reportadas por Arnold (1980); sin embargo, la tasa de respiracion en

las laminas juveniles del presente estudio resultd ser dos veces mas altas.

La medicion de la productividad primaria y respiracion por medio de Curvas P-l se han
utilizado previamente en el género Ecklonia/Eiseniaen distintas regiones costeras. En el
Hemisferio Norte, especificamente en el Pacifico Noroccidental, se ha estudiado a
Ecklonia cava (Maegawa et al., 1987; Sakanishi et al., 1989; Yokohama and
Maegawa 1988; Aruga et al. 1990; Haroun et al., 1992; Serisawa et al., 2001). En la
mayoria de los trabajos con E. cava (Maegawa et al., 1987; Sakanishi et al., 1989;
Yokohama y Maegawa 1988; Aruga et al. 1990; Haroun et al., 1992 ), los datos de
fotosintesis fueron expresados en uL Oz cm?hr "o yL O, mg PS-" hr " utilizando métodos
distintos al presente trabajo. Estos resultados no son totalmente comparables con
nuestros resultados, por las diferencias en las metodologias de medicion, y por las
diferencias en el habitat de origen de las macroalgas. Sin embargo, aquellos trabajos
resultan valiosos porque lograron describir diferencias entre laminas (maduras y
juveniles), y el efecto de variables de temperatura e irradiancia relacionadas a la
estacionalidad de Eisenia en el Hemisferio Norte. El promedio productividad fotosintética
neta para E. cava submareal (-5 metros) (Sakanishi et al., 1989) fue de 3.5 uL O2 mg™’

PS h-', equivalente a 143.2 umol O, - g™ PS - h™". Este valor es similar a lo cuantificado
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para las laminas juveniles del presente trabajo, pero un 165% mayor que lo calculado

para las laminas maduras.

En el presente estudio ambas laminas (maduras y juveniles) de E. arborea presentaron
menores tasas de productividad que las reportadas para laminas maduras de la especie
Ecklonia radiata (distribucion en el hemisferio sur). Miller et al. (2006) en Nueva Zelanda,
y Staehr & Wernberg (2009) en Australia, reportaron productividades fotosintéticas con
valores promedios 41% y 119% mas elevados que los de E. arborea de este estudio. La
respiracion oscura de las laminas juveniles de E. arborea fue 9 veces mayor que las
documentadas para laminas maduras de E. radiata en Miller et al. (2006), y tienen un
rango parecido con respecto a las tasas exhibidas por las laminas maduras del estudio

de Staehr & Wernberg (2009).
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Anexo lll. Isotopos ambientales (o Isoscape) y
senal isotopica en laminas maduras y juveniles de
E.a

Las condiciones oceanograficas de Bahia Soledad estan moduladas por la dinamica del
Sistema de la Corriente de California (SCC), particularmente en su sector sur, donde
interactuan las masas de agua superficiales subarticas (PSUW) y las aguas profundas
del Pacifico Ecuatorial (PEW) (Hickey, 1979; Douglass et al., 2006; Vokhshoori et al.,
2024) El SCC, originado en la bifurcacion de la corriente del Pacifico Norte (~50° N) y
extendiéndose hasta ~15-20° N frente a Baja California, transporta aguas frias con bajas
concentraciones de nitrégeno inorganico disuelto (DIN) y un enriquecimiento isotdpico
moderado (8"°N-NO; = 5-6 %o) (Bograd et al., 2019). En contraste, las PEW, provenientes
de la Zona Minima de Oxigeno (ZMO) frente a México, se encuentran por debajo de la
termoclina (100-500 m), siendo mas calidas, salinas, ricas en DIN y con mayor
enriquecimiento isotopico (8'°N-NO; = 20-30 %o) debido a la desnitrificacion bacteriana
(Dippner et al., 2001; Vokhshoori et al., 2024). La mezcla de estas masas de agua en la
plataforma continental de Baja California genera concentraciones elevadas de DIN en
zonas profundas y un enriquecimiento isotépico intermedio (8'°N-NO; = 9-10 %o) en
comparacion con latitudes mas septentrionales del SCC (Vokhshoori & McCarthy, 2014).
En aguas cercanas a Bahia Soledad como en Bahia San Quintin, se ha reportado un
valor de 6"®N-NO; = 8.3 %o para el DIN del agua oceanica fuente (Sigman et al., 2005;

Sandoval-Gil et al., 2015).
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La mezcla de PSUW y PEW esta influenciada por surgencias costeras estacionales, que
aportan nutrientes a la zona fética. (Ibarra-Obando et al., 2001; Fiechter et al., 2018;
Bograd et al., 2019; Vokhshoori et al., 2024). En este estudio el indice CUTI muestra una
intensificacion de surgencias durante los meses de primavera, verano y una disminucion
paulatina en otofio hasta llegar a su menor nivel en invierno. Estas surgencias,
combinadas con el aumento de irradiancia y temperatura en primavera (12-18 °C, con
picos >19 °C), crean condiciones Optimas para la productividad primaria y la generacién
de biomasa, como se observa en parametros como las curvas de fotoinhibicion (P-E) y
pigmentos de Eisenia arborea (E.a.). Sin embargo, durante periodos de alta irradiancia y
temperaturas semi-calidas (>19 °C) en verano, se registra disminucion metabdlica en
ambas laminas de E.a., reduciendo la asimilacién de DIN, un patrén que persiste hasta
el pico de productividad en invierno de 2024 por la disminucion de la temperatura e

irradiancia.

Los resultados de las laminas maduras y juveniles en el presente estudio 0N
presentaron un rango de (8—12 %) un rango comparable a lo registrado para esta especie
en Bahia Tortugas ~8.95 %0 (Gomez-Valdez, 2012). Esta senal isotopica fue ligeramente
superior a la sefal isotopica del agua fuente. Esto se podria explicar porque durante los
periodos de mayor surgencia, la incorporacion de nitrato profundo enriquece
isotopicamente a los productores primarios. Sin embargo, tanto el fitoplanctdn
(Vokhshoori et al., 2024) como las E.a y el resto de laminariales, exhiben fraccionamiento
isotopico. Esto explica porque la sefal 8N diferente a la esperada segun el nitrato del

agua fuente (~8.3 %o en Bahia San Quintin) (Sigman et al., 2005; Sandoval-Gil et al.,
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2015). Este desacoplamiento sugiere la intervencion de procesos internos reportados en
otros entes vegetales, como la discriminacion durante la asimilacion, la relocalizacion de
nitrégeno (Evans, 2001) y la actividad de enzimas como la nitrato reductasa y la glutamato
sintetasa en laminariales (Florez et al., 2021). Estos procesos, influenciados por rutas
metabdlicas relacionadas con la productividad primaria y la divisiéon celular, varian
estacionalmente, generando una sefial 8'°N significativa que contrasta con estudios en
otras laminariales de otras regiones, como Noruega, donde no se observan patrones
estacionales en laminariales (Fredriksen, 2003). La estacionalidad en la sefal isotdpica
es se ha reportado en el género Ecklonia pero los valores reportados en esta
investigacion fueron el doble del enriquecimiento reportado para E. maxima en Australia
tanto para la temporada de verano como la de invierno, resaltando la importancia de la
ubicacién. geografica para explicar las diferencias 8'°N (Dyer et. al 2019) Esto indica que
el habitat de E.atiene unisoscape dinamico, estacional y la mayoria del nitrato proviene

de la desnitrificacion bacteriana en la ZMO.

A diferencia de Kelps mas grandes el talo de E.a., adaptado a zonas costeras con
corrientes fuertes, depende del movimiento del agua para asimilar nitrato y formas
regeneradas de nitrdgeno, como amonio y urea, especialmente durante periodos de baja
disponibilidad de DIN (Lees et al., 2024). Esta caracteristica de adaptarse a la poca
disponibilidad de nitrato por su capacidad de aceptar formas regeneradas de nitrégeno,
reduce la discriminacidn isotdpica y disminuye la sefial 8'°N interna del organismo, como
se observa en primavera e invierno de 2024 . En contraste, durante otofio e invierno de

2023, se registra un enriquecimiento isotopico en ambas laminas, asociado a una menor
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actividad fotosintética (evidenciada por curvas P-E y pigmentos) y una pérdida
preferencial del isétopo ligero N, un fendmeno reportado en otros organismos
fotosintéticos, como plantas terrestres (Evans, 2001). Las laminas maduras y juveniles
de E.a. muestran diferencias isotdpicas significativas, posiblemente debido a variaciones
fisiolégicas, como el grosor, el desarrollo ontogénico, la expresion enzimatica, la
productividad primaria y la division celular. En invierno (febrero) y otofio de 2023, las
laminas juveniles exhiben mayor enriquecimiento, lo que sugiere una mayor absorcion de
0'"°N, mientras que en verano e invierno (noviembre) de 2024, las laminas maduras
muestran mayor enriquecimiento, probablemente por el reciclaje interno de nitrogeno y la
excrecion preferencial de “N. Estas diferencias entre laminas maduras y juveniles son
consistentes con patrones observados en otros macréfitos, como los pastos marinos. Las
diferencias fisiologicas entre hojas maduras y juveniles pueden estar ligados a una
discriminacion isotdpica, permitiendo la asimilacion de nitrdgeno organico (amonio y
urea), las diferencias entre hojas jovenes vs maduras también se han reportado en pastos

marinos (Pedersen et al., 1997).

En el caso del Sistema de Corriente de California el carbono inorganico disuelto
suponiendo un pH ~8.07 y a una temperatura 15°C, puede existir en un 91 % como
bicarbonato (HCO3s), 8% carbonato (CO3%)y 2% CO2 acuoso, pero solo el bicarbonato y
CO2 puede ser usado para la fotosintesis. (Roleda & Hurd, 2012; Drobnitch & Edwards,
2017). Las laminariales tienen cuatro mecanismos principales para la adquisicién de CO>
y bicarbonato (HCO;™): 1) Difusion pasiva de CO.. 2) Deshidratacion extracelular de

HCO;™ a CO,, catalizada por la enzima anhidrasa carbonica externa (CAext), ubicada en
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la pared celular de la mayoria de las algas. El CO, resultante entra a la célula por difusidon
pasiva. 3) Captacion directa de HCO3™ a través de una proteina de intercambio anidnico
(AE) situada en la membrana plasmatica. 4) Captacion activa de carbono inorganico
(Ci) mediante una fuerza motriz de protones generada por una bomba P-type H*-ATPasa,
que podria facilitar el transporte de CO, o HCO;™ al interior de la célula. (Fernandez et

al., 2014 ; Drobnitch, et al., 2017).

Una manera de descifrar como se lleva a cabo la asimilacién del carbono es necesario
medir a sefial isotdpica del carbono &'3C. El bicarbonato (HCOg3™) tiene un valor &'3C (0
a - 2.4%) mas positivo que el CO2 (- 8%o) atmosfeérico, lo que podria aumentar los valores
de d'3C. La limitacién de luz y la falta de nutrientes, son comunes en regiones de
surgencia con alta energia, acumulacion de biomasa y disponibilidad de nutrientes, puede
llevar a un aumento en los valores 8'3C por concentraciones de carbono intracelular
(Vokhshoori et al., 2024). Los isotopos &'3C de las laminas de E.a para este trabajo
estuvieron en un rango de -17 a -21%o, lo que concuerda en el caso de lo reportado para
Bahia Tortuga -19 %. (Gomez-Valdez, 2012). La sefial isotdpica en el tejido de E.a
puede aumentar en condiciones de alta irradiancia, porque se promueven tasas de
crecimiento elevadas y reduce la discriminacion isotdpica. Asimismo, el andlisis de 5'3C
reveld valores mas positivos durante el verano, coincidiendo con periodos de mayor
temperatura asociado a una menor disponibilidad de CO2 disuelto. En estas condiciones,

la utilizacion preferencial de HCO3™ (mas enriquecido en '3C) puede aumentar el §'3C en
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los tejidos de los productores primarios. Con estos resultados podemos concluir que
ambas laminas de E. arborea utiliza HCO3™ y COa.

Se ha teorizado que las diferencias entre laminas jovenes (copa) y maduras (profundas)
en Macrocystis se debe en gran parte a su ubicacidén y posicionamiento en el talo, ej.
laminas a 10 metros de profundidad probablemente usen mas CO2 (Edwards, 1998) y en
la copa con mayor irradiancia usan principalmente bicarbonato. En el caso de E.a
teorizamos una reparticion de funciones debidas en parte al grosor de las laminas
juveniles permitiendo mejor difusion del CO. atmosférico disuelto en el agua marina y las
laminas maduras pueden compensar el grosor de sus laminas con una mayor
concentracion de enzimas RUBISCO, Anhidrasa Carbodnica externa y Transporte activo
de HCO;™ via una proteina intercambiadora de aniones (AE) (Fernandez et al., 2014 ;
Drobnitch, et al., 2017). Probablemente la actividad enzimatica encargada de la utilizacion
de HCOzs- para su conversion a CO2 se encuentra suprimidas en las laminas juveniles y

es desarrollada mas adelante durante el desarrollo de la misma.
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