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Resumen

Resumen

El cambio climdatico esta produciendo un aumento de los distintos factores
ambientales y estos pueden estar afectando negativamente el estado fisiolégico de Fucus
spiralis y a diversas algas pardas como Cystoseira abies-marina, C. tamariscifolia, C. compressa,
C. humilis, Lobophora variegata y al alga roja Digenea simplex. Ademas, la erupcion volcénica
submarina de la isla de El Hierro nos ha permitido conocer cdmo afectaria en un marco de
acidificacion del medio marino a macroalgas como Padina pavonica y Lobophora variegata.
Para ello, cuantificamos la respuesta fisioldgica de las distintas macroalgas a través de la
fluorescencia in vivo de la clorofila a asociada al fotosistema Il, valorando el rendimiento
Optimo o maximo (Fv/Fm), como estimador del estado fisioldgico y la tasa de transporte de
electrones (ETR) como estimador de la capacidad fotosintética, estequiometria (relaciones
C:N) ademads de la sintesis y acumulacién de pigmentos fotosintético (clorofila a y pigmentos
accesorios) y sustancias fotoprotectoras (aminoacidos tipo micosporina, polifenoles y potencial
antioxidante). El estudio de la vulnerabilidad de diversas macroalgas en Canarias nos ha
revelado las distintas estrategias de aclimatacion ante los factores ambientales. F. spiralis
respondid negativamente a los cambios bruscos de temperatura e irradiancia, y mostré que los
ejemplares de la localidad con mayor temperatura e irradiancia estan mejor adaptados. Las
distintas especies de Cystoseira nos revelaron un patron de zonacién restringido
fisiolégicamente, donde las macroalgas intermareales presentan mejor aclimatacién vy
mecanismos fotoprotectores mas activos al incremento de factores estresantes (temperaturay
radiacion solar fotosintética (PAR) y UV) que las macroalgas submareales. Sin embargo, la
disminucion del pH a causa de la erupcién submarina en la isla de El Hierro revelé una
disminucion del contenido en fenoles y una pérdida de carbonato célcico en las estructuras de
algas calcificadas. Este estudio nos ha permitido conocer las diferentes estrategias de
aclimatacién de distintas macroalgas del litoral Canario a diversas variables ambientales

asociadas al cambio climatico.
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Capitulo 1 Introduccion general

Las praderas de macroalgas marinas son uno de los principales ecosistemas costeros y
ecoldégicamente muy importantes, los cuales estdn en serio declive por todo el mundo.
(Waycott et al. 2009). Sin embargo, la pérdida de estas praderas se ha atribuido
principalmente al desarrollo, la sobreexplotacidn, la contaminacion y las causas naturales, en
lugar a las alteraciones climaticas. El clima viene determinado por factores fisicos que
muestran una clara variacién latitudinal. El ejemplo mas notable de dichos factores es la
temperatura, tanto oceanica como atmosférica, puesto que determina la distribucion de
especies y sus limites biogeograficos (Case et al. 2005). Entender el papel de estos factores en
la distribucién es un tema clave desde hace décadas, pues resulta fundamental para poder
predecir con exactitud la respuesta de las especies ante cambios climaticos (Davis et al. 1998,

Gastdn 2003).

Las macroalgas marinas tienen un papel fundamental en el funcionamiento normal de
procesos atmosféricos. Aunque las algas quedan restringidas a zonas de marea y zona
bentdnica fotica, contribuyen al 10% del total de la productividad marina (Seckbach, 2010). Al
igual que los corales y los arboles, algas marinas son los principales generadores de habitats
gue albergan una increible biodiversidad, proporcionando comida y refugio para la vida marina
(Graham, 2004). Los cambios en la temperatura global y en la quimica de los océanos
asociados con el aumento de las concentraciones de gases de efecto invernadero estan

ejerciendo un efecto sobre los sistemas biolégicos, provocando cambios generalizados.

Cambios en la distribucion de las especies

Las condiciones ambientales influyen directa o indirectamente en los patrones de
distribucién de las algas marinas (Breeman, 1988; Harley et al. 2012). A escala global, los
cambios de temperatura latitudinal han provocado la disminucién drastica e incluso
extinciones locales de poblaciones de macroalgas en épocas durante periodos de
calentamiento (Serisawa et al. 2004, Smale & Wernberng, 2013). Sin embargo, algunos de los
cambios mas facilmente detectables son los que se producen a escala local, donde los cambios
en el medio ambiente pueden provocar cambios en la distribucion vertical (a menudo
denominado zonacién) del intermareal y el sistema submareal. El aumento del nivel del mar se
traduciria en cambios generales hacia el sistema intermareal de las comunidades benténicas, y
aunque los cambios estan sujetos al tipo de sustratos y orientacién de la costa (por ejemplo,
los acantilados) podrian conducir a cambios en la abundancia relativa de las algas (Vaselli et al.

2008). Sin embargo, los patrones de zonacién no solo lo determina la posicién relativa al nivel




Capitulo 1 Introduccion general

del mar. El limite superior de las algas intermareales estd relacionada con la resistencia al
estrés térmico, al estrés por radiacion, especialmente por radiacion UV y a la desecacién
durante la marea baja (Hader & Figueroa, 1997; Harley et al. 2003, Bischof et al. 2006, Hader
et al. 2007) y a largo plazo, el aumento de la temperatura el aire ha producido cambios en el
limite superior de algunas especies (Harley & Paine, 2009). El rango de profundidad en el
submareal, como en algunos tipos de macroalgas pardas (Kelps), también dependen
criticamente los factores ambientales tales como la temperatura, el oleaje y la transparencia
de las aguas (Graham et al. 2007). Cuando los limites de profundidad superior e inferior son
fijados por distintos agentes (por ejemplo, el estrés térmico, la disponibilidad de luz, los
consumidores; Harley 2003, Graham et al. 2007, Médéler et al. 2010), los cambios en el clima

pueden dar lugar a que ciertas especies sean expulsadas del sistema (Harley et al. 2011).

Variables ambientales influenciadas por el cambio climdtico

Los eventos climaticos asociados al calentamiento global, como la intensidad vy
frecuencia de las tormentas, las olas de calor y las precipitaciones irregulares pueden modular
drasticamente los efectos de esos factores abidticos (Navarrete et al. 1993, Barry et al. 1995,
Sanford, 1999; Hughes, 2000). Los efectos sinérgicos entre la temperatura y otras variables
fisicas sobre la fisiologia de las especies pueden causar respuestas de distribucién inesperadas
(Darling & C6té, 2008; Kearney & Porter, 2009; Austin & Van Niel, 2011), influyendo en que las
especies (i) toleren el régimen transitorio del estrés, (ii) se adapten de forma permanente al
nuevo régimen ¢ (iii) comiencen a extinguirse localmente (Wahl et al. 2011, Martinez et al.

2012).

La aclimatacidn y la adaptacidn al incremento de factores de estrés estan relacionadas
con la existencia de mecanismos protectores que permite a las macroalgas tolerar el estrés
ambiental. Ademas de la temperatura del océano, otros factores fisicos son fundamentales en
la distribucién vertical y latitudinal de los organismos marinos intermareales (Harley, 2003).
Durante la emersién, las especies intermareales experimentan pérdida de agua y un
sobrecalentamiento significativo, que con el tiempo da lugar a importantes dafios fisioldgicos
(Chapman, 1995; Davison & Pearson, 1996; Livingstone, 2001). Sin embargo, la fotosintesis
realizada por las macroalgas intermareales durante la emersion contribuye significativamente
al carbono total fijado (Gao & Aruga, 1987; Maberly & Madsen, 1990). El aumento de CO,
atmosférico ha mostrado tener un efecto positivo en las macroalgas que quedan expuestas al

aire, incrementando la fotosintesis debido a la incorporacidn directa sin necesidad de la accidon




Capitulo 1 Introduccion general

de enzimas anhidrasas carbdnicas con mayor coste energético. Aunque la mejora de la
produccidn fotosintética diaria en condiciones de aumento de CO, durante la emersién difiere
entre especies, esto depende de la profundidad de zonacién y del tiempo de exposicién y

emersion (Gao et al. 1999, Zou & Gao, 2005; Zou 2007).

Otro factor abidtico que influye directamente en las macroalgas es la radiacién solar
recibida. La radiacidn solar (400-700nm) conduce a la fotosintesis y es indispensable para casi
todas las formas de vida. En ecosistemas acudticos los organismos reciben radiacién
fotosintética activa (PAR) y radiacién ultravioleta (UVR) (280-400nm), la cual puede penetrar
hasta profundidades considerables (Hargreaves, 2003), y es considerada prejudicial tanto a
nivel de organismo como a nivel comunidad (Hader et al. 2007). El incremento de la radiacion
UV-B debido a la reduccion de ozono en la atmosfera, unido a la alta radiacion UV-A estd
relacionado con la reduccion de la tasa fotosintética (Helbling et al. 2003), la produccién de
dafio en los componentes celulares como las proteinas D1/D2 (Sass et al. 1997) y en el ADN
(Buma et al. 2003) y la alteracion en el intercambio de nutrientes (Fauchot et al. 2000), en el
crecimiento (Villafafie et al. 2003) y en la composicion de acidos grasos (Goes et al. 1994).
Ademas, la coincidencia del periodo de marea baja con horas de maxima irradiancia provoca
un gran estrés por radiacidn, conduciendo generalmente a la fotoinhibicion, siendo comun en

las macroalgas intermareales (Hader & Figueroa, 1997; Figueroa & Vifiegla, 2001).

Acidificacion del océano

El estudio de los efectos de la acidificacidon de los océanos sobre la biota marina se ha
convertido en uno de los temas mas importantes en la actualidad y hay un gran esfuerzo de
monitorizaciéon y de modelado para prever y prevenir sus posibles impactos sobre el

funcionamiento de los ecosistemas marinos (Kassahn et al. 2009).

La quema de combustibles fdsiles y las actividades antropogénicas relacionadas con la
industria, transporte y consumo eléctrico doméstico han provocado que la concentracion de
CO, en la atmdésfera se incremente drasticamente en las Ultimas décadas (IPCC 2007, Dupont
et al. 2012), pronosticandose una disminucién de entre 0.3 y 0.4 unidades de pH para el afo
2100, pudiendo tener consecuencias importantes sobre el clima global y los ecosistemas
marinos (Dupont et al. 2012). Todo ello, unido a la evidencia de aumento de temperaturas
(IPCC, 2007), hace pensar que los distintos estresores asociados al cambio climatico pueden

afectar a la vida marina (Hawkins et at. 2009). Los océanos poseen un poder de absorcion de




Capitulo 1 Introduccion general

CO, de casi un 50%, siendo grandes sumideros del exceso de CO, antropogénico (Sabine et al.
2004, Hofmann et al. 2010). Esta absorcién constante por parte del océano hace que se
incremente la concentracién de iones H¥, provocando la reduccién del pH, produciéndose,
consecuentemente, la acidificacion del océano (Caldeira & Wickett, 2003; Orr et al. 2005, Hall-
Spencer et al. 2008, Dupont et al. 2010, Arnold et al. 2012, Kerrinson et al. 2012). Desde la
revolucion industrial, debido al rapido incremento en la concentracidon de CO, en la atmosfera,
los cambios en el pH se estan acelerando comparado a cdmo ha cambiado a lo largo de miles
de aios, lo que probablemente tendra consecuencias sobre los ecosistemas marinos, y a su
vez afectard a la economia global (Caldeira & Wickett, 2003; Raven et al. 2005; IPCC, 2007;
Fabry et al. 2008; Orr, 2011).

El estudio de los efectos de la acidificacidn de los océanos sobre la biota marina se ha
convertido en uno de los temas mas importantes en la actualidad y hay un gran esfuerzo de
monitorizacion y de modelado para prever y prevenir sus posibles impactos sobre el
funcionamiento de los ecosistemas marinos (Kassahn et al. 2009). Los cientificos, ademas de
disefiar experimentos a pequefia escala en el laboratorio, se han valido de elementos naturales
para estudiar el efecto de la acidificacién en el medio marino, gracias a fenédmenos naturales
como las fumarolas (Hall-Spencer et al. 2008) o las erupciones volcadnicas submarinas (Fraile-
Nuez et al. 2012). Estos fendmenos de aporte de CO, submarino suministran gradientes
naturales de pH, que son tremendamente Utiles para conocer lo que puede ocurrir bajo
distintos escenarios de acidificacién (Hall-Spencer et al. 2008, Arnold et al. 2012). Diversos
estudios han observado pérdidas en la riqueza, cobertura y densidad de corales y algas
coralinas (Fabricius et al. 2011). Sin embargo, en fanerégamas y algas no calcareas se ha
registrado un incremento en abundancia debido a la mayor disponibilidad de CO, (Fabricius et
al. 2011, Porzio et al. 2011). Aunque algunos estudios afirman que la mayoria de macroalgas
pueden tolerar niveles de pH pronosticados para el fin de este siglo (pH= 7.8), esto ocasionaria
la simplificacién de las comunidades, dominando solo unas pocas especies (Porzio et al. 2011).
Por ello, la disminucion de pH alterard, en mayor medida, a los organismos que necesiten
carbonato cdlcico en sus procesos metabdlicos, estructuras y esqueletos mientras que los

organismos fotosintéticos no calcareos podrian verse beneficiados por el aumento de CO,.
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Objetivos

Introduccion general

EL OBJETIVO GENERAL de esta tesis fue evaluar la respuesta ecofisolégica de distintas

macroalgas al

estrés ambiental, analizando la vulnerabilidad y aclimatacion de las

comunidades bentdnicas frente al estrés ambiental en el litoral canario.

Los OBJETIVOS ESPECIFICOS planteados fueron los siguientes:

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

Analizar el estado y el patrén ecofisioldgico de la macroalga parda F. spiralis
ante distintos factores de estrés ambiental (temperatura, irradiancia,

desecacion) en el intermareal de Gran Canaria

Estudiar la vulnerabilidad en Canarias de las comunidades de especies clave del
género Cystoseira (C. tamariscifolia, C. compressa y C. abies-marina) asi
como de Lobophora variegata, las cuales muestran distinta distribucion

vertical (zonacidn) en el litoral

Evaluar el estado fisioldgico in situ y las respuestas adaptativas del alga parda
Cystoseira humilis y el alga roja Digenea simplex a lo largo de un gradiente

de profundidad en una charca intermareal rocosa de Lanzarote

Analizar los efectos de la acidificacion asociada a la erupcion del volcan
submarino de la isla de El Hierro sobre a abundancia, morfologia, actividad
fotosintética y fisiolégica de las macroalgas pardas Padina pavonica y

Lobophora variegata en plataformas rocosas del litoral de la isla.
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Distribucidn de las especies de estudio

Las Islas Canarias se sitlan en el extremo sur de la Regidn Templado-Célida del
Atlantico Nororiental (Hoek, 1984). Esta region es floristicamente una de las mas ricas del
Atlantico, y Canarias constituye uno de sus puntos calientes de biodiversidad (Sanson et al.
2001; Tuya et al. 2009). Una gran parte de las especies presentes en Canarias son endémicas
de esta region (31%). Sin embargo, la presencia en Canarias de elementos de otras regiones es
también importante. Las especies con distribucidon tropical a subtropical son también
numerosas (30%), circunstancia que sefiala al archipiélago como un enclave estratégico de
transicion donde coexisten especies templado-calidas y tropicales (Sansén et al. 2001, Sansén

2009). A continuacion, se detallan las especies de estudio.
ORDEN FUCALES

FAMILIA FUCACEAE

Fucus spiralis Linnaeus

Especie anfiatlantica que ocupa el nivel superior del eulitoral en las costas templado-
frias del Hemisferio Norte, especialmente en el norte de Europa (Borgesen 1926, Liining 1990).
Se distribuye desde el Artico hasta las costas de Marruecos y Canarias (Norrys & Conway,
1974). Se observa principalmente en las costas norte y este de las islas centrales (Gran Canaria
y Tenerife) (Haroun et al. 2002), siendo Canarias el limite sur de distribucién en el Océano

Atlantico (Espino et al. 2006).

Es una fuente potencial de farmacos con propiedades anticoagulantes, y se emplea

también para usos agricolas (Espino et al. 2006).

Figura 1. Poblaciones de F. spiralis en las costas de Gran Canaria.
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ORDEN FUCALES

FAMILIA CYSTOSEIRACEAE

El género Cystoseira C. Agardh (Fucales, Phaeophyta) esta distribuido en las costas
templadas y calidas alrededor del mundo, aunque el 80% de las especies conocidas de este
género viven en el Mar Mediterraneo y el Océano Atlantico occidental (Oliveiras & Gémez,
1989). En Canarias, las especies de este género son muy abundantes (Medina & Haroun, 1993)
y se extienden formando densas praderas en zonas rocosas, que van desde el intermareal y
comienzo del sublitoral hasta los 8-15m (Haroun et al. 2003). Estas algas proporcionan refugio
y alimento a gran ndimero de invertebrados y peces, y constituyen una comunidad de gran

importancia en la cadena troéfica litoral (Espino et al. 2006).

C. humilis Kiitzing

Habita de forma casi exclusiva los charcos intermareales medios y pequefios. En el
caso de charcos grandes y profundos, se dispone por encima de C. foeniculacea (Espino et al.

2006).

Durante la bajamar, es posible observar la formacidn de pequefias burbujas de oxigeno
entre sus ramas, como resultado de la fotosintesis. Es posible encontrar refugiados entre sus

ramas a numerosos crustaceos y pequefios gasterédpodos (Espino et al. 2006).

Figura 2. Ejemplares de C. humilis en el intermareal de Lanzarote.




Capitulo 1 Introduccion general

C. tamariscifolia (Hudson) Papenfuss

Sus poblaciones son mas importantes en las islas orientales (Lanzarote, Fuerteventura
y Gran Canaria), haciéndose cada vez mas raras hacia las islas occidentales (Haroun et al.

2002).

Llega a formar, junto con otras algas del mismo género, extensas praderas sobre

fondos rocosos, entre los 0 y 20m de profundidad (Espino et al. 2006).

Figura 3. Ejemplares de C. tamariscifolia en el submareal de Lanzarote.
C. compressa (Esper) Gerloff et Nizamuddin

En el intermareal, crece inmediatamente por encima de las poblaciones de C. abies-

marina y habita en los fondos rocosos de hasta 25 m de profundidad.

Presenta un marcado dimorfismo estacional (Haroun et al. 2003). Su biomasa es una

fuente potencial de alginatos con diferentes aplicaciones industriales (Espino et al. 2006).

Figura 4. Ejemplares de C. compressa en el submareal de Lanzarote.
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C. abies-marina (S. Gmelin) C. Agardh

Forma praderas sobre el submareal rocoso, proporcionando refugio y alimento a gran
numero de invertebrados marinos y peces (Espino et al. 2006). Forma una banda en el limite
inferior de las mareas en las islas centrales y occidentales, sobre todo en costas de exposicién

Norte (Haroun et al. 2003).

Esta especie genera la mayor biomasa vegetal en las costas canarias. Forma
arribazones a final del verano que se han empleado como abonos agricolas, y es una fuente

potencial de alginatos (Espino et al. 2006).

Figura 5. Ejemplares de C. abies-marina en el submareal de Lanzarote.

ORDEN CERAMIALES
FAMILIA RHODOMELACEAE
Digenea simplex (Wulfen) C. Agardh

Especie de alga roja con amplia distribucién tropical (Dreckmann & Senties), en
Canarias se localiza en las islas mas orientales (Fuerteventura y Lanzarote) (Haroun et al.
2002). Caracteristica de biotopos calmados, forma comunidades cespitosas, densas y con alto

grado de epifitismo en el nivel medio e inferior del eulitoral (Haroun et al. 2003).
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Figura 6. Ejemplares de D. simplex en el intermareal de Lanzarote.

ORDEN DICTYOTALES
FAMILIA DICTYOTACEAE
Lobophora variegata ().V. Lamouroux) Womersley ex Oliveira

Especie distribuida ampliamente en mares templados y tropicales (Haroun et al. 2003).

Alga muy comun del intermareal hasta los 30 m de profundidad.

Se encuentra frecuentemente en paredones y charcos del eulitoral protegidas por
otras algas, y es muy abundante en los primeros metros del submareal (Haroun et al. 2003).

Presenta distintas ecoformas dependiendo del habitat y profundidad en que se encuentre.

Figura 7. Ejemplares de L. variegata en el submareal de Lanzarote.
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Padina pavonica (Linnaeus) Thivy

Especie presente en mares templados y cédlidos (Haroun et al. 2003). Ampliamente

distribuida en Canarias.

Muy comun en los charcos del eulitoral inferior hasta unos 25 m de profundidad,
observandose ejemplares de gran tamafio sobre todo en habitats profundos (Espino et al.

2006). Alga de estructura calcificada en forma de aragonito (Okazaki et al. 1986).

Figura 8. Ejemplares de P. pavonica en el intermareal de la isla de El Hierro.
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Introduccion

Los organismos intermareales estan expuestos a grandes fluctuaciones de las variables
climaticas (Hawkins & Jones, 1992; Raffaelli & Hawkins, 1996). En el caso de las macroalgas, la
desecacion, la temperatura y la radiacion solar debido a la exposicion aérea estan entre los
principales factores claves que determinan el desarrollo de las comunidades en este sistema,
produciendo alteraciones en los patrones de distribucidn, abundancia y diversidad (Dayton,
1971; Schonbeck & Norton, 1978; Denny, 1988; Davison, 1991; Bertness & Leonard, 1997;
Bertness et al. 1999, Molina-Montenegro et al. 2005). Las condiciones ambientales influyen
directa o indirectamente en los patrones de distribucién de las algas marinas (Breeman, 1988,
Harley et al. 2012). A escala local, los cambios en los factores ambientales pueden provocar
cambios en la distribucidn vertical (o zonacién) de los organismos (Harley et al. 2012). Sin
embargo, los cambios a gran escala, son los que ocurren a través de gradiente latitudinales de
temperatura, donde se ha documentado disminuciones drasticas e incluso extinciones locales.
En las costas de América, fendmenos como El Nifio provocaron un aumento de temperatura en
las aguas durante largos periodos, lo que provocd la pérdida de extensas praderas de
macroalgas (Macrocystis pyrifera) (Dayton & Tegner, 1984). En las costas de Japon se registro
un declive de las poblaciones de Ecklonia cava en zonas de limite de distribucidén en periodos
mas calidos (Serisawa et al. 2004). Recientemente, Smale & Wernberg (2013) han demostrado
gue un evento de calentamiento extremo provocd la desaparicion de poblaciones marginales
de Scytothalia dorycarpa, importantes formadoras de habitats, resultando una contraccién
aproximada de unos 100km en el margen del calentamiento, sugiriendo que las temperaturas
extremas han superado el umbral letal de los individuos de estas poblaciones marginales. En la
costa portuguesa han sugerido cambios en los margenes meridionales de organismos
intermareales de aguas templadas vy frias, incluido varias macroalgas, y que estos cambios
estan relacionados con el calentamientos del mar actual, aunque sefiald que la retracciéon
general de las macroalgas no estd claro. En el Cantabrico, este nuevo escenario climatico fue
asociado por Fernandez & Anaddn (2008) con una reduccidon de algas templadas y frias del
Atlantico norte. Ademas, Viejo et al. (2011) encontraron una restriccion desde el afio 2007 de
los adultos de Fucus serratus a morfotipos enanos dispersos en las poblaciones marginales de
Asturias (Cantabrico) y afirmo que la viabilidad de las poblaciones del borde estaban en riesgo.
Esta retraccion, y la observada por especies congéneres como Himanthalia elongata, parecen
estar vinculados a un ciclo corto de calentamiento reportado para esa zona (Viejo et al. 2011,

Martinez et al. 2012). También fueron observadas la desaparicion de densas poblaciones de
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Laminaria ochroleuca en el Cantabrico (Diez et al. 2012), constatandose la retraccién de esta

especie (Fernandez, 2011).

Los eventos climaticos asociados al calentamiento global, como la intensidad vy
frecuencia de tormentas, olas de calor y precipitaciones irregulares pueden modular
drasticamente los efectos de esos factores abidticos (Navarrete et al. 1993, Barry et al. 1995,
Sanford, 1999; Hughes, 2000). Los efectos sinérgicos entre la temperatura y otras variables
fisicas sobre la fisiologia de las especies pueden causar respuestas de distribucidn inesperadas
(Darling & Coté, 2008; Kearney & Porter, 2009; Austin & Van Niel, 2011), influyendo en que las
especies (i) toleren el régimen transitorio del estrés, (ii) se adapten permanente al nuevo
régimen ¢ (iii) comiencen a extinguirse localmente (Wahl et al. 2011, Martinez et al. 2012).
Aparte de la temperatura del océano, otros factores fisicos son fundamentales en la
distribucién vertical y latitudinal de los organismos intermareales (Harley, 2003). Cuando estan
emergidas, las especies intermareales comienzan a deshidratarse y a calentarse
significativamente, dando lugar con el tiempo a importantes dafos fisiolégicos (Chapman,
1995; Davison & Pearson, 1996; Livingstone, 2001). Las diferencias regionales pueden crear
“puntos calientes” durante la marea baja y causar un estrés atmosférico asociado a la
mortalidad de organismos intermareales, pero no pueden predecir patrones de temperatura
latitudinal (Helmuth et al. 2006). Ademas, la desecacién puede provocar el aumento de la
incorporacién de nitrato, amonio y fosfato a corto plazo en diferentes especies eulitorales
(Thomas et al. 1987; Hurd & Dring, 1990). En Canarias, ademas, el aumento de episodios de
“calimas”, donde la frecuencia de este evento de polvo atmosférico sahariano se ha
incrementado en los ultimos afios (Torres-Padrén et al. 2002), puede aumentar los efectos de
la desecacion. La fotoinhibicion debido a las altas irradiancias de radiacidn fotosintética activa
(PAR) y radiacién UV (UVR) es también muy comun durante la marea baja en macroalgas
intermareales (Hader & Figueroa, 1997; Figueroa & Vifiegla, 2001). Se han encontrado efectos
negativos de la radiacion UV cuando se incrementa la temperatura en algas fucoides
intermareales (Altamirano et al. 2003). Esto puede verse alterado por el régimen regional o
local de nubes y viento, el cual modifica la temperatura del aire, la humedad y las condiciones

de irradiancia (Dromgoole, 1980; Helmuth et al. 2006).

Fucus spiralis Linnaeus es una especie adaptada a las variaciones ambientales del
sistema intermareal, que resiste muy bien las condiciones de estrés propias del sistema donde
habita (temperatura, desecacion, etc) (Niemeck & Mathieson, 1976; Schonbeck & Norton,
1979), aunque puede ser especialmente vulnerable en los margenes de su distribucidn natural

(Wahl et al. 2011). En el archipiélago canario, las escasas poblaciones intermareales de F.
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spiralis representan el limite meridional de distribucién de esta especie en el Atlantico (Haroun
et al. 2002, Espino et al. 2006). Las poblaciones de esta alga parda estan distribuidas de forma
discreta en distintas localidades situadas preferentemente en las costas este y norte de las
islas y, en los ultimos afios, se ha registrado una reduccién de sus poblaciones (Vodovipec,
2012). En Canarias, las macroalgas estan expuestas a altas dosis de radiacidon fotosintética
activa (PAR: 400-700 nm) y de radiacidn ultravioleta (UVR: 280-400 nm) (Hader & Figueroa,
1997). Debido a esto y la transparencia de las aguas en esta regién (Hader et al. 2001, Piazena
et al. 2002) sugiere que las macroalgas disponen de mecanismos de fotoproteccidn eficientes
para tolerar el estrés luminico como le ocurre a especies de otras regiones biogeograficas con
altas dosis de radiacion solar (Hanelt et al. 1992,1993; Hader et al. 1995, Hader & Figueroa,
1997; Abdala et al. 2006). Las algas pardas (Arnold et al. 1995, Pavia et al. 1997, Connan et al.
2004, Abdala et al. 2006) y algunas algas verdes (Pérez-Rodriguez et al. 1998; Han & Han,
2005) sintetizan compuestos fendlicos como sustancias fotoprotectoras a la alta radiaciéon
solar y UV (Pavia et al. 1997), ademas de actuar como disuasorio de herbivoros (Van ALstyne &
Paul, 1990) y prevenir de infecciones bacterianas (Conover & Sieburth, 1965). Estos
compuestos pueden mostrar variaciones diarias y estacionales y estdn regulados por los

niveles de irradiancia (Connan et al. 2004, 2006; Abdala et al. 2006, Gdmez & Huovinen, 2010).

Los factores abidticos (PAR, UV, temperatura, nutrientes) provocan respuestas
fisiolégicas en las especies y comunidades vegetales marinas (Breitburg et al. 1999).
Considerando que las poblaciones de F. spiralis en Canarias son vulnerables en su limite sur de
distribucién y que los cambios en los factores abidticos pueden estar relacionados con la
reduccion de las poblaciones marginales, el objetivo de nuestro estudio fue analizar el estado y
el patréon ecofisioldgico de F. spiralis ante los distintos factores de estrés (temperatura,
irradiancia, desecacion) en el intermareal de Gran Canaria. Para ello, cuantificamos la
respuesta fisioldgica de F. spiralis, medida a través de la fluorescencia in vivo de la clorofila a
asociada al fotosistema Il, ante esos parametros ambientales estresantes a lo largo de un ciclo
anual. Valoramos el rendimiento 6ptimo o maximo (Fv/Fm), como estimador del estado
fisiolégico y la tasa de transporte de electrones (ETR) como estimador de la capacidad
fotosintética, ademds de la sintesis de productos involucrados en mecanismos de
fotoproteccion (pigmentos, fenoles y potencial antioxidante), para asi cuantificar la respuesta
fisiolégica de F. spiralis ante los distintos pardmetros ambientales estresantes y observar

posibles fluctuaciones estacionales.

23

——
| —



Capitulo 2 Evaluacion estacional de Fucus spiralis

Material y método

Antecedentes y descripcion de la especie

Fucus spiralis (Fucales, Ochrophyta) es un alga parda que se encuentra en el
intermareal de las costas rocosas del Océano Atlantico, desde el Artico hasta las costas de
Marruecos y Canarias (Norris & Conway, 1974). Se caracteriza por ser una especie anfiatlantica
y ocupa el nivel superior en las costas templadas del hemisferio norte (Borgesen, 1926; Lining,
1990). En Canarias se desarrolla en poblaciones dispersas en las costas norte y este de las islas
centrales (Espino et al. 2006). Es un alga fotdfila de talo acintado, ramificado
dicotémicamente, que puede alcanzar los 30 cm de longitud y se situa en el limite medio-
superior del intermareal rocoso (Fig. 1), siendo capaz de resistir largos periodos de emersion

durante la bajamar (Espino et al. 2006).

En Canarias, esta especie ha sido reconocida histédricamente en todas las islas, excepto
en Fuerteventura (Reyes & Sansén, 1999). Recientemente, Vodovipec (2012) ha descrito una
disminucion de las poblaciones en Canarias, no encontrando evidencias de ejemplares de F.
spiralis en localidades donde esta especie habia sido citada con anterioridad (Reyes & Sanson,

1999).

Area de estudio y disefio experimental

Se seleccionaron dos localidades en la isla de Gran Canaria, Punta de Galdar
(28°10°10.07””N; 15°41’'24.26"’W) en la costa norte, y otra situada en la costa este, Taliarte
(27°59°3.15N; 15°22’2.44”’W) (Fig 1A). En ambas localidades, encontramos ejemplares de F.
spiralis situados en el limite medio, los cuales permanecen menos tiempo en emersion, y
localizamos también ejemplares en el limite superior, que soportan mayores tiempos de
emersion (Fig. 2). En consonancia con esta zonacion, en cada localidad se definieron 3 zonas,
denominadas Z1, Z2 y Z3, representativas de la situacion de F. spiralis en el intermareal, donde

Z1 corresponde al nivel inferior, Z2 a un nivel intermedio y Z3 al nivel superior (Fig. 2).

El analisis fotosintético se llevo a cabo mensualmente desde septiembre de 2009 hasta
octubre de 2010. Las medidas fueron realizadas durante la bajamar minima mensual (entre 9y
11h). Se diferenciaron las partes apical y basal de los ejemplares de F. spiralis (Fig. 1B), de las

cuales, ademds de las medidas fotosintéticas, se tomaron muestras para analisis de
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compuestos fotoprotectores (fenoles), actividad antioxidante y contenido en pigmentos
fotosintéticos. Las muestras fueron recolectadas de mayo a octubre de 2010 y almacenadas in
situ en frio y posteriormente congeladas (-202C para el andlisis de pigmentos; -80°C para

andlisis de fenoles y actividad antioxidante).

La irradiancia y la temperatura fueron medidos con sensores incorporados en el
fluorimetro Diving-PAM (Beer et al. 2006). Para incubar las algas en la oscuridad se disefié un
sistema de sacos donde se comprobd su total oscuridad utilizando el sensor plano del
radiometro LI-COR (LI-1000 Datalogger, Nebraska, USA). Con este método no intrusivo
evitamos extraer en exceso paray asi reducir las perturbaciones en las poblaciones estudiadas,

mitigando el riesgo de desaparicion de las mismas (Fig. 1D).

Figura 1. (A) Localizacién geografica del area de estudio ( @ Galdar y ( @) Taliarte en Gran Canaria. (B) Imagen de
Fucus spiralis donde se sefialan las partes del talo medidas 1=apical y 2=basal. (C) Fluorimetro sumergible Diving-
PAM con el que se realizaron las medidas de la actividad fotosintética. (D) Sistema de sacos opacos para la

adaptacion a la oscuridad de las muestras durante las medidas de rendimiento éptimo (Fv/Fm).
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Figura 2. Patrones de zonacidn caracteristicos de especies del género Fucus a lo largo del intermareal (Wahl et al.
2011). En el caso de Canarias, F. spiralis se distribuye entre el intermareal medio y alto, en donde diferenciamos

ejemplares en la zona baja (Z1), zona intermedia (Z2) y zona alta (23) (Wahl et al. 2011).

Andlisis fotosintéticos

La fluorescencia in vivo de la clorofila asociada al fotosistema Il (PSIl) fue determinada
usando el fluorimetro Diving-PAM (Walz GmbH, Alemania) (n=8) (Fig. 1C). Con los centros de
reaccion totalmente relajados (oxidados o abiertos), estado adaptado a la oscuridad, se
obtuvieron los valores minimos (Fo) y tras un pulso de saturacidn de luz actinica (2350 umol
fotones m?s™, 0.8 s) se obtuvo el valor maximo de fluorescencia (Fm). El rendimiento éptimo
Fv/Fm (sin dimensidn) se describe como la eficiencia maxima fotoquimica de transferencia de
energia a los centros de reaccién del PSIl, siendo Fv=Fm-Fo (Maxwell & Johnson, 2000). El

tiempo de oscuridad empleado para la oxidacidn de los centros de reaccion fue de 15 min.

En muestras iluminadas no adaptadas a la oscuridad, donde parte de los centros de
reaccién estan reducidos, se obtuvieron los valores instantaneos (F) y F'm después del pulso
de saturacién de luz actinica. El rendimiento efectivo, AF/F'm queda definido como (F'm-

F)/F'm. La capacidad fotosintética (ETR) fue estimada por la férmula siguiente:
ETR = (AF/F'm) * E* A * FlI

donde AF/F'm es el rendimiento efectivo, E la irradiancia en el momento de medida expresada
en pmol fotones m? s A la absortancia o fraccién de luz absorbida, y Fy, la fraccion de
clorofila asociada al PSllI, siendo en algas pardas de 0,8 (Grzymski et al. 1997). La absortancia A
= 1- (E/Eo) fue calculada a partir de la luz transmitida a través de una pieza de cada especie (E;)

colocada sobre un sensor PAR con correccion de coseno (Licor, Li 189 conectado a radidmetro
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Licor, Li-250), y la irradiancia incidente (Eq) en ausencia de la pieza de alga. La absortancia

media obtenida para F. spiralis fue de 0,854 + 0,03.

Pigmentos fotosintéticos, polifenoles y actividad antioxidante

Los pigmentos fotosintéticos clorofila a (Chl a), clorofila ¢ (Chl ¢) y el contenido en
carotenos fueron determinados espectrofotométricamente. Los analisis se realizaron
mediante extraccién de pigmentos de las algas (20 mg peso fresco), usando como solucién
extractora 1 ml de acetona al 90% saturada de hidréxido de carbonato de magnesio (C;Mg;01;)
y manteniendo en oscuridad 12h a 4°C. Después de centrifugar a 4000 rpm durante 20 min,
cada sobrenadante fue usado para medir los pigmentos mediante escaneo desde 480 a 750
nm. La concentracion de clorofila y carotenos fue calculada segun Ritchie (2006, 2008). El

contenido en pigmentos fue expresado en mg g™ PS.

Los compuestos fendlicos fueron extraidos (0,25 g PS, n=3) a 4°C en 80% metanol
mediante maceracién en un mortero empleando arena de mar. Se incubé durante la noche en
tubos de centrifuga con 2.5 ml de metanol al 80%. La mezcla fue centrifugada a 4000 rpm
durante 30 minutos a 4°C y se recogid el sobrenadante (Sigma 2-16PK, Gottingen, Alemania).
Los compuestos fendlicos totales, expresados en mg g* PS, fueron determinados usando
floroglucinol como estandar, siguiendo el método de Folin-Ciocalteu (Folin & Ciocalteu, 1927).
La reaccidon se completd después de 120 minutos en oscuridad a 4°C y se leyd la absorbancia a
760 nm mediante un espectrofotémetro (Thermo Scientific Evolution 201, UV-Visible, Shangai,

China).

La actividad antioxidante fue medida a través del radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrasyl) por triplicado, segun Blois (1958). Rapidamente, se tomaron 150 pL del extracto
metandlico y se mezclaron con 1,5 ml de metanol al 90% y 150 pL de solucién de DPPH
preparada diariamente a 1,27 nM. La reaccién fue completada después de 30 min en oscuridad
a temperatura ambiente, y medida la absorbancia a 517 nm. Los valores de concentracion de
DPPH (uM) fue calculada a través de concentracion del extracto de alga (mg PS/ml) con el fin
de obtener el valor de ECs, (indice de oxidacidn) el cual representa la concentracion de
extracto(mg/ml) que se requiere para reducir al 50% el DPPH. Se us6 acido ascérbico como

control positivo.
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Andlisis estadistico

Las diferencias en el rendimiento efectivo y el ETR en las tres zonas del intermareal se
contrasté a través de un ANOVA de 4 vias, separadamente para cada localidad, incluyendo
‘estacion’ (factor fijo con 5 niveles: otofo (2009), invierno, primavera, verano, otofio (2010)),
‘tiempo’ (factor aleatorio anidado en ‘estacidn’ con 10 niveles), ‘zona’ (factor fijo que muestra
el nivel zonacidn alga, con 3 niveles: 71, 72, 73) y ‘Parte talo’ (factor fijo con 2 niveles: apical y
basal). Las diferencias en el rendimiento éptimo fue contrastado en un ANOVA de 3 vias,
donde se contrastaron los factores ‘estacién’ (factor fijo con 5 niveles), ‘tiempo’ (factor
aleatorio anidado en ‘estacién’ con 10 niveles) y ‘zona’ (factor aleatorio con 3 niveles). En el
caso de los andlisis de compuestos fendlicos, actividad antioxidante y contenido en pigmentos
se contrasté a través de un ANOVA de 3 vias que incluyd ‘tiempo’ (factor aleatorio con 5
niveles: mayo, junio, julio, septiembre y octubre 2010), ‘zona’ (factor fijo con 3 niveles) y ‘Parte
talo’ (factor fijo con 2 niveles). Se uso el test de Cochran para contrastar la homogeneidad de
varianzas (Underwood 1997), realizdndose transformaciones para obtener homogeneidad de
varianzas cuando fue necesario. En el caso en el que no se obtuvo varianzas homogéneas, se
ajusto el nivel de confianza al 99%. La significancia de los F-ratios se contrastdé mediante 4999
permutaciones de los datos a través del software PERMANOVA, utilizando la distancia
euclidiana como medida de disimilitud. Cuando fue apropiado, se ejecutaron test a pares (a
posteriori) mediante 4999 permutaciones. Los resultados obtenidos en los ANOVAs se

muestran en las tablas del anexo estadistico (tablas A1-A5).
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Resultados

Irradiancia y temperatura

Evaluacion estacional de Fucus spiralis

La temperatura fue superior en Taliarte que en Galdar en la mayoria de los meses

analizados. La temperatura media anual en Galdar fue de 23,6°C y en Taliarte de 24,5°C. En

Taliarte se alcanzaron mayor nimero de meses por encima de los 25°C (5) que en Galdar (3).

Los valores minimos (18-19°C) se alcanzaron en diciembre en Taliarte y en marzo en Géldar.

(Fig. 3A). Las irradiancias registradas mostraron en general valores mas altos para la localidad

de Taliarte. En Galdar, debido al predominio de los vientos alisios, hubo mayor nimero de

meses con irradiancias mds bajas. Las mayores irradiancias se dieron para ambas localidades

en el otofio de 2010, y se registraron minimos en diciembre y marzo para Taliarte y Galdar

respectivamente, coincidiendo con los meses de temperatura minima (Fig. 3B).
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Figura 3. (A) Temperatura del aire y (B) Irradiancia PAR registradas mensualmente en los dias de muestreo en (-®-)

Galdary (--o0--) Taliarte. Media * error estandar.
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Andlisis fotosintéticos

Tanto el rendimiento éptimo como el rendimiento efectivo no mostraron diferencias
en las distintas zonas a lo largo de las estaciones (‘Es x Zo’, p>0,01) (Tablas A1,A2,A3). Las
diferencias entre las zonas en el tiempo (‘Zo x Ti(Es)’, p<0,01, tabla A1) para Fv/Fm muestran
ligeras diferencias entre los meses de muestreo y las distintas zonas, donde observamos en
localidad de Galdar como las zonas con menos tiempo de emersion, Z1 y Z2, alcanzan valores
maximos en los meses de la primera mitad de otofio (meses mas calidos) y valores minimos en
marzo (18°C) (test a posteriori, Z1,22#23). Al contrario que en la zona con mas tiempo de
emersion, Z3, donde los valores son mayores en los meses de invierno-primavera y caen en los
meses de verano (Fig. 4A). En la localidad de Taliarte encontramos también diferencias en
entre zonas en el tiempo (‘Zo x Ti’, p<0,01, tabla A1) donde Z1 aumenta los valores de Fv/Fm
en primavera y verano, disminuyendo en otofo. Para las zonas con mayores tiempo de
emersioén, Z2 y Z3, los valores altos se observan en otofio, disminuyendo en invierno (test a

posteriori Z1#22,73) (Fig. 4B).
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Figura 4. Rendimiento éptimo o maximo (Fv/Fm) en F.spiralis de (A) Géldar y en (B) Taliarte. Las barras indican
valores obtenidos mensualmente en Z1, barra negra, Z2, barra gris claro, y Z3, barra gris oscuro. Media t error

estandar.
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El rendimiento efectivo muestra diferencias significativas entre zonas para los distintos
tiempos y en ambas localidades (‘Ba x Ti(Es)’, p<0,01) (Tablas A2,A3). Al igual que ocurria con
el Fv/Fm, en la localidad de Galdar encontramos similitudes entre las zonas Z1 y Z2, con
maximos en otofio y minimos en marzo, y donde Z3 aumenta los valores en invierno-
primavera, disminuyendo en verano (Fig. 5). En Taliarte observamos lo mismo que en el
rendimiento 6ptimo, donde la similitud en esta localidad se da en las zonas Z2 y Z3, con
maximos en otofio y minimos en invierno, y donde Z1 toma valores altos en primavera-verano
disminuyendo en otofio (Fig. 6). No se obtuvieron diferencias con respecto a la parte del talo
en el tiempo y en las distintas zonas en ambas localidades (‘Es x Ptalo’; ‘Zo x Ptalo’, p>0,01,

tablas A2,A3) (Fig. 5,6).
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Figura 5. Rendimiento efectivo mensual en la localidad de Galdar en (A) parte apical y (B) parte basal de los
ejemplares de F. spiralis en Z1, barra negra, Z2, barra gris claro, y Z3, barra gris oscuro. Media * error estandar.
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Figura 6. Rendimiento efectivo mensual en la localidad de Taliarte en (A) parte apical y (B) parte basal de los

ejemplares de F. spiralis en Z1, barra negra, Z2, barra gris claro, y Z3, barra gris oscuro. Media + error estandar.
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Los datos de ETR revelaron diferencias entre zonas a lo largo de las estaciones (‘Es x
Z0’, p<0,01) (Tablas A2,A3). En el otofio de 2009 tenemos claras diferencias entre zonas
(Galdar: Z1#Z3 p<0,01, tabla A2; Taliarte: Z1#Z2, p<0,01, tabla A3). Los resultados revelaron
mayor capacidad fotosintética en otofio para las zonas Z1y Z2 en Galdar (Fig. 7), y para Z2 y Z3
en Taliarte (Fig. 8). Los ejemplares de F. spiralis en Taliarte alcanzan mayores valores de ETR
que los ejemplares de Galdar (Figs. 7,8). No se obtuvieron diferencias entre las distintas partes
del talo en el tiempo y en las zonas en ambas localidades (‘Es x Ptalo’; ‘Zo x Ptalo’, p>0,01,

tablas A2,A3).
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Figura 7. Capacidad fotosintética (ETR) en la localidad de Galdar en (A) parte apical y (B) parte basal de los

ejemplares de F. spiralis en Z1, barra negra, Z2, barra gris claro, y Z3, barra gris oscuro. Media * error estandar.
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Figura 8. Capacidad fotosintética (ETR) en la localidad de Taliarte en (A) parte apical y (B) parte basal de los

ejemplares de F. spiralis en Z1, barra negra, Z2, barra gris claro, y Z3, barra gris oscuro. Media * error estandar.
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Contenido en pigmentos, polifenoles y actividad antioxidante

El contenido en pigmentos no reveld diferencias significativas entre las distintas zonas
y las partes del talo (‘Zo x Ptalo’, p>0,01) (Tablas A4,A5). En general, tanto en Galdar como en
Taliarte, se observd una disminucidn en el contenido en pigmentos en todos las zonas del
intermareal (Z1, Z2, y Z3) en los meses donde se registraron mayores irradiancias (septiembre
y octubre) (‘Ti x Zo’, p<0,01) (Tablas A4,A5), mientras que los valores mas altos se obtuvieron
en meses de menor irradiancia (Figs. 9,10,11). No se observaron diferencias entre la parte
apical y basal del alga en el tiempo para ambas localidades (‘Ti x Ptalo’, p>0,01, tablas A4,A5).
Los ejemplares de Taliarte presentaron de media mayor contenido en Chl a y Chl c (Figs.
9CD,10CD) que los ejemplares recolectados en Galdar (Figs. 9AB,10AB), mientras que no se

observo estas diferencias en el contenido en carotenos (Fig. 11).
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Figura 9. Contenido en chl a de F. spiralis de la localidad de Galdar (A,B) y localidad de Taliarte (C,D). (A, C) parte
apical del alga y (B,D) parte basal y en las distintas zonas del intermareal: Z1, barras negras; Z2, barras gris claro y

73, barras gris oscuro. Media + error estdndar.
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Figura 10. Contenido en chl ¢ de F. spiralis de la localidad de Galdar (A,B) y localidad de Taliarte (C,D). (A, C) parte
apical del alga y (B,D) parte basal y en las distintas zonas del intermareal: Z1, barras negras; Z2, barras gris claro y

73, barras gris oscuro. Media * error estandar.
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Figura 11. Contenido en carotenos en F. spiralis de la localidad de Galdar (A,B) y localidad de Taliarte (C,D). (A, C)
revelan el contenido en carotenos en la parte apical del alga y (B,D) en la parte basal y en las distintas zonas del

intermareal: Z1, barras negras; Z2, barras gris claro y Z3, barras gris oscuro. Media * error estdndar.
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La evolucidn del contenido en fenoles varié en ambas localidades entre las distintos
zonas en el tiempo (‘Ti x Zo’, p<0,01) (Tablas A4,A5). En Galdar se registré un aumento en la
zona con menos tiempo en emersidn (Z1) y valores mas bajos en la zona media y superior (Z2
y Z3) (test a posteriori, p<0,01, tabla A4) (Fig. 12A,B), mientras que Taliarte no reveld
diferencias significativas entre las distintas zonas (test a posteriori, p>0,01, tabla A5) (Fig.
12C,D). Se observaron diferencias, a nivel de efectos principales (‘Ptalo’, p<0,01) en ambas
localidades, revelando mayor contenido en fenoles en la parte basal (Fig. 12B,D). El analisis de
la concentracién de compuestos fendlicos reveld una tendencia a aumentar con el incremento

de lairradiancia, la cual fue mayor en los meses de septiembre y octubre (Fig. 12).
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Figura 12. Contenido en fenoles totales en F. spiralis de la localidad de Galdar (A,B) y localidad de Taliarte (C,D). (A,
C) revelan el contenido en fenoles en la parte apical del alga y (B,D) en la parte basal y en las distintas zonas del
intermareal: Z1, barras negras; Z2, barras gris claro y Z3, barras gris oscuro. Media  error estandar.
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Los valores obtenidos en el andlisis de DPPH nos confirman que la actividad
antioxidante, medida a través del ECs, fluctud en las distintas zonas para cada localidad en el
tiempo (‘Ti x Zo’, p<0,01, tablas A4,A5), encontrando para la localidad de Galdar diferencias
entre la zona con menos tiempo de emersidén respecto a las zonas con mas tiempo de
emersion (test a posteriori, Z1#72,73, tabla A4) (Fig. 13A,B), no observandose diferencias en
Taliarte (test a posteriori, p<0,01, tabla A5) (Fig. 13C,D). Se observé que los valores menores de
ECso, (mayor actividad antioxidante), se dieron en meses con irradiancias mas elevadas
(septiembre-octubre 2010) en ambas localidades (Fig 13). Se encontraron diferencias
significativas a nivel de efecto principal para la parte del talo (‘Ptalo’, test a posteriori, p<0,01,
tabla A5), revelando mayor capacidad antioxidante en la parte basal del alga (Fig. 13B,D). Se
obtuvieron correlaciones positivas entre la concentracion de fenoles y la actividad antioxidante

(1/ECso) para F. spiralis (p<0,01) (Fig. 14).
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Figura 13. Actividad antioxidante en F. spiralis, medido a través de los valores de ECs, en la localidad de Galdar
(A,B) y localidad de Taliarte (C,D). (A, C) revelan el contenido en fenoles en la parte apical del alga y (B,D) en la parte
basal y en las distintas zonas del intermareal: Z1, barras negras; Z2, barras gris claro y Z3, barras gris oscuro. Media
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Figura 14. Correlacion entre el contenido en fenoles y la actividad antioxidante (1/ECs) en extractos de F. spiralis.

Discusion

Los sistemas intermareales estan definidos por factores ambientales con fuertes
gradientes abidticos y drasticas fluctuaciones a pequeiia escala espacial y temporal (Wahl et al.
2011). Los organismos marinos que viven en estos habitats estan expuestos regularmente a
fluctuaciones extremas de temperatura, irradiancia, pH, salinidad o disponibilidad de
nutrientes, y la amplitud de estas fluctuaciones supera a los cambios climaticos pronosticados
para las proximas décadas (Thomsen & Melzner, 2010). Diferentes estudios han demostrado
gue muchas especies intermareales viven cerca de su tolerancia térmica (Helmuth et al. 2002,
Tomanek & Helmuth, 2002) e incluso cuando la temperatura no es lo suficientemente alta
como para causar la muerte de los organismos (Denny et al. 2006), puede tener efectos
subletales que inhiben el crecimiento y la reproduccién (Breeman, 1988; Somero, 2002) y
aumenta la susceptibilidad a enfermedades (Sanford, 1999,2002). Por ello, las especies
intermareales han sido consideradas como sensibles sistemas de alerta temprana de los
impactos del cambio climatico (Barry et al. 1995, Southward et al. 1995, Thompson et al. 2002,
Hawkins et al. 2003, Harley et al. 2006).

Las macroalgas que se encuentran a la latitud de las Islas Canarias estan expuestas,
ademas, a altas dosis de radiacién solar (Hader et al. 2001), por lo que se sugieren mecanismos

eficientes de fotoproteccidn para tolerar el estrés luminico. En general, la magnitud del estrés
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ambiental y sus consecuencias son especificas para cada especie y estan relacionados con
patrones verticales de zonacién (Figueroa & Gomez, 2001). En nuestro estudio, la variacion del
rendimiento maximo fotosintético y el ETR en F. spiralis ha revelado diferencias entre ambas
localidades, no pudiendo generalizar que los meses mds calidos provoquen un estrés
generalizado en todas las zonas (Z1, Z2, Z3). En Galdar, los meses de verano producen mayor
estrés fotoinhibitorio (menores valores de Fv/Fm) en algas con mas tiempo en emersion que
las algas de horizontes mas bajos que han recibido dosis mas bajas de radiacién solar y han
presentado menor incremento de temperatura en el talo o pérdida de humedad. En Taliarte
en cambio, son las algas que han permanecido mas emergidas (Z2 y Z3) las que resisten mas
las temperaturas altas del verano y otofio. En Galdar, los ejemplares de F. spiralis presentan
descenso en Fv/Fm en el mes de marzo y en Taliarte en diciembre, periodo en el que ambas
localidades alcanzaron las temperaturas (19 y 18°C, respectivamente) e irradiancias mas bajas
(91 y 81 pmol fotones m2 s, respectivamente). La capacidad fotosintética también cae en
Taliarte, coincidiendo con un cambio brusco de temperatura (descenso de 7 °C de octubre a
diciembre). Asi mas que los cambios graduales, los cambios relativamente rapidos en los
cambios de estacion parecen ser relevantes en la capacidad fotosintética y estado fisiolégico
de F. spiralis. Estas diferencias entre zonas sugieren que los ejemplares de Taliarte estdn mejor
adaptados a condiciones de temperatura e irradiancia mas elevada que tienen lugar en otoiio,
mientras que los ejemplares de Galdar revelan valores mas bajos en verano. En general, se
registraron valores altos de Fv/Fm en ambas localidades. Esto puede ser debido a la situacién
de F. spiralis en el intermareal, sobre la cual ha sido reportada una adaptacién excelente a este
sistema, y donde se ha demostrado una rapida recuperacién después de la desecacién (Vinegla
et al. 2006; Schagel & Mostl, 2011). Los valores de rendimiento efectivo coinciden con los
valores reportados por Schagel & Mostl (2011) para F. spiralis, donde fluctuan entre 0,4y 0,7
entre las 8 y las 10h de la mafiana, y por los aportados por Vifegla et al. (2006), donde bajo
distintos tratamientos de luz, el valor medio de Fv/Fm fue de 0,65. La capacidad fotosintética
revelé mayor productividad en otofo, donde en Galdar se localizé en los ejemplares de Z1y
Z2, mientras que en Taliarte se observé en Z2 y Z3. Esto reveld que el tiempo de emersion
afecté de diferente forma a los ejemplares de ambas localidades y que los ejemplares de
Taliarte mostraron mayor capacidad fotosintética, asi como también mayor nimero de meses
con irradiancias y temperaturas mas altas. Schagel & Mostl (2011) revelaron un aumento del
ETRr por la mafiana, aun encontrandose los especimenes expuestos al aire. La macroalgas del
sistema intermareal sometidas a periodos de desecacion-rehidratacién presentan un
incremento en la asimilacién de CO,, ya que este es captado directamente de la atmodsfera

donde la concentracion y disponibilidad es mayor que en al agua de mar donde predomina el
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bicarbonato (Raven, 1997). Asimismo, Madsen & Maberly (1990) mostraron que F. spiralis

realiza la fotosintesis es mas eficientemente en el aire que en el agua a 15-20°C.

Los cambios estacionales observados en F. spiralis relevan mayor actividad
fotosintética en verano y otofio, aunque los cambios no afectaron por igual a las distintas
zonas en ambas localidades. Abdala et al. (2006) mostrd en C. tamariscifolia menores valores
de Fv/Fm en verano y obtuvo una correlacion negativa de los valores de Fv/Fm con la
irradiancia. En nuestro estudio, los valores mas bajos de Fv/Fm se dieron en los meses con
irradiancia y temperatura mas bajos. Esto pudo deberse a la hora de medida, que al ser por la
mafiana los valores medios de Fv/Fm fueron altos, y a los cambios bruscos de temperatura e
irradiancia que se dieron durante esos meses. Los resultados obtenidos de capacidad
fotosintética concuerdan con lo observado por Figueroa et al. (2002) en Posidonia oceanica,
los cuales revelaron mayor ETR en verano. Saroussi & Beer (2007) también observaron ETR
mayores por la manana durante la época de verano en Ulva spp. procedente del intermareal.
GOmez et al. (2004) demostré que el ETR presentd patrones relacionados con la zonacion, con
valores mds altos en algas de la zona intermedia del intermareal comparado con algas muy
expuestas de la parte superior del intermareal o de la parte inferior del intermareal, con
mecanismos de fotoproteccion menos eficientes y menor tiempo de exposicién al aire

(disminuye captacion directa de CO,).

El nivel de irradiacién y la calidad de luz tienen un efecto pronunciado en la
composicion y cantidad de pigmentos de las macroalgas (Lépez-Figueroa & Niell, 1990; Lépez-
Figueroa, 1992; Carnicas et al. 1999). La Chl a es el pigmento recolector final en la antena que
traslada fotones a la cadenas transportadora de electrones, mientras que los carotenoides
juegan dos papeles importantes: uno como pigmento captador de luz (pigmento accesorio que
absorbe especialmente en la banda azul (400-450 nm) del espectro y transfiere fotones a la
clorofila) y otro como elemento de protecciéon del aparato fotosintético contra el exceso de
radiacidn, especialmente por la absorciéon y disipacion de la radiacion UVA (320-400 nm) (Rimki
et al. 1996, Vershini & Kamnev 1996, Lubian & Montero 1998, Schubert et al. 2006). En
nuestro estudio, la media del contenido en pigmentos fue superior en la localidad de Taliarte,
lo que unido a la alta concentracién de fenoles y la alta actividad antioxidante explicaria una
alta capacidad de aclimatacion (Figueroa et al. 1997, Flores-Moya et al. 1998, Altamirano et al.
200043, b). Se ha mostrado que las macroalgas ajustan sus niveles de pigmentos permitiendo a
los organismos usar la disponibilidad de luz mas eficientemente (Rietchert & Dawes, 1986). En
nuestro estudio, la concentracién de pigmentos disminuyé en los meses de mayores

irradiancias (septiembre y octubre), lo que coincide con lo observado por Stengel & Dring

39

——
| —



Capitulo 2 Evaluacion estacional de Fucus spiralis

(1998) en Ascophylum nosodum, donde registraron mayores contenido de Chl a en inviernoy
menores en verano. También ha sido observado en otros estudios que las algas disminuyen su
contenido en Chl a con la exposicién al incremento de la irradiancia (Carnicas et al. 1999,
Figueroa et al. 2009). Por ejemplo, en Chondrus crispus, Laminaria saccharina y Chaetomorfa
linum se ha observado que adaptan su contenido en pigmentos con la profundidad, donde la
irradiancia es fuertemente atenuada (Sagert et al. 1997, Borum et al. 2002, Bischof et al.
2006). El alto contenido en pigmentos accesorios como los carotenoides en ambas localidades
podria explicar el papel fotoprotector de este tipo de pigmentos (Stengel & Dring, 1998;
Carnicas et al. 1999, Schubert et al. 2006).

Las especies que crecen en la parte mas alta del sistema intermareal pueden presentar
otros mecanismos de resistencia al estrés ambiental respecto a las algas submareales o de
niveles mas bajos del intermareal como es la acumulacién de polifenoles, fotoprotectores con
capacidad antioxidante como se ha observado en algas pardas y verdes (Pérez-Rodriguez et al.
2001, Connan et al. 2004; Han & Han, 2005; Abdala et al 2006). Mientras que en Galdar la
capacidad de fotoprotecciéon o resistencia al estrés resulta ser superada por las altas
temperaturas, las algas de Taliarte con mads tiempo de emersién tiene mas produccidn
fotosintética en meses mas cdlidos, por lo que los mecanismos de fotoprotecciéon parecen
estar mds activos que los especimenes de Galdar. En los meses mas cdlidos y de mayores
irradiancias (septiembre y octubre 2010) se registraron niveles altos de compuestos fendlicos,
alta actividad antioxidante y alto contenido en pigmentos en ambas localidades como han
reportado otros autores en otras regiones (Connan et al. 2004, Abdala et al. 2006). Los datos
nos revelan valores medios superiores en Taliarte, lo que explicaria su alta capacidad de
aclimatacién (Figueroa et al. 1997, Flores-Moya et al. 1998, Altamirano et al. 2000a, b). Este
aumento en el contenido en fenoles puede deberse al efecto combinado de la temperatura e
irradiacion. Parys et al. (2009) revelé que mayor contenido en fenoles en los meses de verano
para Ascofilum nodosum, y que este contenido varia de afio a afo, donde las diferencias de
temperatura, salinidad, intensidad de luz y nutrientes juegan un papel importante. Pavia &
Toth (2000) estudiaron el efecto de la intensidad de luz sobre el contenido en fenoles y
encontraron mayor concentraciones en ejemplares de A. nodosum y Fucus vesiculosus que se
encontraban expuestos a la radiacion solar. Cruces et al. (2011) observé mayores niveles de
fenoles combinando alta temperatura y radiacién UV en tres especies de algas pardas del sur
de Chile. Existen evidencias experimentales que sugieren que los fenoles juegan un papel en
procesos de tolerancia de luz UV en macroalgas (Villafafie et al. 2003, Bischof et al. 2006,

Jormalainen & Honkanen, 2008). Gémez y Huovinen (2010) muestran variaciones estacionales
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entre verano e invierno en el contenido en fenoles de Lessonia nigrescens, en la cual los
valores son tres veces superiores en verano, demostrando que los fenoles actuan como
sustancias protectoras frente a la radiacién UV reduciendo la inhibicién de la fotosintesis y el
dafio en procesos fisiolégicos (dafio ADN). Abdala et al. (2006) también observd
concentraciones de fenoles superiores en verano y en los meses de mayores irradiancias en C.
tamariscifolia. Connan et al. (2004) concluyé que la variacidén de los compuestos fendlicos esta
relacionada con la irradiancia diaria, observando valores altos en verano y otofio en varias
especies intermareales, entre ellas F. spiralis. También ha sido reportados resultados similares
en Sargasum muticum donde se localizaron mayores contenidos en fenoles en primavera y

verano, donde se registraron mayores temperaturas e irradiancias (Plouguerné et al. 2006).

Las diferencias encontradas entre las partes del talo en nuestro estudio, concuerdan
con lo observado para especies del género Fucales (Ragan & Glombitza, 1986), donde la parte
basal toma mayores valores que la parte apical. Plouguené et al. (2012) revelé diferencias
entre las distintas partes del talo en Sargasum vulgare, donde los ejes presentaron mayor
contenido en fenoles que las hojas, y encontrando los niveles mds altos en los receptdculos. En
cambio, Connan et al. (2004) no observé diferencias entre partes del talo en Ascofilum
nodosum y Sargasum muticum (Fucales), interpretando que podia ser debido a la recolecciéon
de algas en distintas épocas (febrero) y a que el contenido en sustancias protectoras dependen

de lairradiancia.

El alto contenido en fenoles y la correlacidn positiva con la actividad antioxidante en
nuestro estudio nos revelan que estos compuestos actian como mecanismo de fotoproteccién
como se ha demostrado en otras algas (Zubia et al. 2009). Esta correlacién ha sido reportada
para Ascophylum nodosum y Sargasum muticum (Connan et al. 2006), Pelvetia canaliculata y
Bifurcaria bifurcata (Connan et al. 2007, Zubia et al. 2009) y Cystoseira tamariscifolia, Fucus

ceranoides y Halidrys siliquosa (Zubia et al. 2009).

La intensidad y duracién de factores de estrés como la temperatura y la radiacién solar
en algas intermareales depende de la posicidon de las algas en el intermareal. Algas pardas que
se sitlan en la zona intermareal mas baja donde la desecacién es menos severa que en algas
situadas en la parte intermareal mas alta, donde la radiacion UV causa estragos en el
rendimiento fotosintético de estos organismos (Cruces et al. 2011). Esta descrito que las algas
situadas de la parte mds alta del sistema intermareal presentan mayor capacidad de
recuperacion (Hanelt, 1996,1998; Gémez et al. 2004) y mecanismos mas eficientes de

proteccién frente a factores de estrés como la temperatura, radiacién o desecacién (Connan et
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al. 2004), que las algas situadas en niveles inferiores como es el caso de Porphyra leucostica
(Gémez & Figueroa, 1998), Risoella verruculosa (Flores-Moya et al. 1998) o Cystoseira
tamariscifolia (Abdala et al. 2006). En nuestro estudio, F. spiralis ha presentado una
aclimatacién a factores de estrés ambientales como la temperatura y la irradiancia, donde las
variaciones mensuales fueron resultado de las condiciones ambientales (Van Alstyne et al.
2001). Ademas, no se observo fotoinhibicidon incluso en los meses con mayores irradiancias, lo
cual fue debido a que los muestreos se realizaron por la mafiana, no habiendo alcanzado los
niveles maximos de irradiancia que tienen lugar a mediodia. Aunque se ha demostrado una
reduccion de la poblaciones en Canarias (Vodovipec, 2012), nuestros resultados fotosintéticos
y bioquimicos nos revelan las adaptaciones a las condiciones de estrés de esta alga a
variaciones ambientales, encontrando los especimenes mejor adaptados en la localidad de
Taliarte, donde la media de temperaturas e irradiancias fue mayor. Martinez et al. (2012)
estudiaron las respuestas fisioldgicas de poblaciones centrales y marginales de Fucus serratus,
y las variaciones encontradas no sugirieron un patrén geografico. En ese estudio demostraron
que las variaciones ambientales durante la marea baja produjeron las mayores variaciones
fisioldgicas, descartando la posibilidad de diferentes respuestas adaptativas para resistir
condiciones de estrés extremo en el limite sur de distribucidn. Concluimos en nuestro estudio
qgue los cambios relativamente drasticos en las variables ambientales parecen modular Ia
fisiologia de F. spiralis y aunque se hayan constatado reducciones en las poblaciones de
Canarias, esta especie parece ir adoptando mecanismos de adaptacion al incremento de las
variables ambientales. No obstante no se excluye que el incremento de temperatura esté
afectando otros procesos que al final pueden determinar su mantenimiento en el sistema
intermareal ademds de la aclimatacion fotosintética como son la respiracion, el crecimiento y
la reproduccion. Se necesita mas experimentacidon tanto de campo como en sistema de
experimentacion controlado (experimentacién multifactorial) para evaluar el alcance del

cambio climdtico sobre macroalgas intermareales de zonas templadas.
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Introduccion

Las costas rocosas de las regiones templadas estan dominadas por comunidades de
macroalgas pardas, las cuales muestran distintos patrones de distribucién vertical desde el
intermareal superior hasta la zona sublitoral (Lobban & Harrison, 1994). Como consecuencia
de los periodos mas o menos largos de emersién derivados de las oscilaciones de mareas, las
poblaciones de macroalgas intermareales estdn sometidas regularmente a contrastes
ambientales, por las condiciones de emersion e inmersién, lo que implican grandes variaciones
en multiples factores abidticos. Por ejemplo, como resultado de la emersién, la fisiologia del
alga se ve influenciada por el proceso de deshidratacion y también por cambios en la
irradiancia y temperatura. Estos factores abidticos interactian de manera compleja,
dependiendo de la intensidad, duracién y recurrencia de cada estresor (Wahl et al. 2011). La
distribucién batimétrica o zonacién de las macroalgas esta relacionada con la capacidad de
aclimatarse, y recuperarse, del estrés medioambiental extremo y prolongado que tiene lugar
en estas zonas intermareales (Dring & Brown, 1982; Liining, 1990). La emersidn, por otro lado,
provoca cambios en el régimen del carbono y puede proveer beneficios para las algas al
encontrarse el CO, atmosférico mas facilmente disponible para la realizacién de la fotosintesis

(Johnston & Raven, 1990; Giordano et al. 2005).

El género Cystoseira C. Agardh (Fucales, Phaeophyta) estd distribuido en las costas
templadas y cdlidas alrededor del mundo, aunque el 80% de las especies conocidas de este
género viven en el Mar Mediterraneo y el Océano Atldntico occidental, desde Escocia hasta
Cabo Verde (Oliveiras & Gémez, 1989). Especies del género Cystoseira son particularmente
vulnerables al estrés de origen natural o de origen antropogénico (Ballesteros et al. 1984,
1998; Hoffmann et al. 1988, Sales et al. 2011), lo que ha originado una reduccién en la
abundancia y diversidad de especies de este género en comunidades del Mediterrdaneo
(Ballesteros et al. 1998; Cormaci & Furnari, 1999; Thibaut et al. 2005, Serio et al. 2006). En
Canarias, las especies de este género son muy abundantes (Medina & Haroun, 1993) y se
extienden formando densas praderas en zonas rocosas, que van desde el intermareal y
comienzo del sublitoral hasta los 8-15m (Haroun et al. 2003). Estas algas proporcionan refugio
y alimento a gran ndmero de invertebrados y peces, y constituyen una comunidad de gran

importancia en la cadena tréfica litoral (Espino et al. 2006).

Las macroalgas de regiones templado-calidas, como es el caso de las Islas Canarias,
estdn expuestas a altas dosis de radiacién fotosintética activa (PAR: 400-700 nm) y de

radiacion ultravioleta (UVR: 280-400 nm) (Hader & Figueroa, 1997). La alta irradiancia y la
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transparencia de las aguas en esta regién (Hader et al. 2001, Piazena et al. 2002) sugiere que
las macroalgas disponen de mecanismos de fotoproteccién eficientes para tolerar el estrés
luminico como le ocurre a especies de otras regiones biogeograficas con altas dosis de
radiacidn solar (Hanelt et al. 1992,1993; Hader et al. 1995; Hader & Figueroa, 1997; Abdala et
al. 2006). Diversos estudios han revelado la aparicion de fotoinhibicion dindmica de la
fotosintesis en condiciones de alta radiacién solar, la cual depende de cambios diarios en la
irradiancia, la atenuacion vertical de la luz o la combinacién de ambos factores (Liining &
Dring, 1979; Lopez-Figueroa, 1992; Hader & Figueroa, 1997). La fotoinhibicidn dindmica es un
proceso reversible, en el cual el fotosistema Il (PSIl) se inactiva cuando la luz incidente excede

la capacidad de transportar electrones (Figueroa et al. 1997, Abdala et al. 2006).

En especies intermareales ademads de la fotoinhibicién dindmica, la fotoproteccidn
representa una adaptacion fisioldgica eficiente para tolerar irradiancias dafiinas durante la
marea baja, cuando coincide con altas dosis de radiacién solar. Los florotaninos y otros
polimeros halogenados como el floroglucinol son acumulados frecuentemente en grandes
cantidades en algas pardas (Ragan & Glombitza, 1986; Arnold et al. 1995). Estos compuestos
fendlicos tienen gran variedad de funciones incluyendo propiedades de antiherbivoria (Van
ALlstyne & Paul, 1990), la prevencion de infecciones bacterianas (Conover & Sieburth, 1964), la
protecciéon a la alta radiacidn solar y el dafio de la radiacion UV (Pavia et al. 1997). Los
compuestos fendlicos varian espacial y temporalmente debido a factores ambientales como la
disponibilidad de nitrégeno (Ragan & Glombitza, 1986; Arnold et al. 1995), la radiacion UV
(Pavia et al. 1997; Pavia & Brock, 2000), y el pastoreo por los herbivoros (Van Alstyne, 1988).
De hecho, compuestos como los pigmentos, las proteinas y los carbohidratos muestran
variaciones estacionales en macroéfitos marinos (Sieburth & Jensen, 1969; Cabello-Pasini et al.
2004). De forma similar, los compuestos fendlicos en los tejidos de la algas también muestran
variaciones anuales (Ragan & Jensen, 1978; Abdala et al. 2006) y diarias (Connan et al.
2004,2007), las cuales se correlacionan positivamente con la época de verano en ciclos anuales
y con la temperatura del aire durante el periodo de bajamar en ciclos diarios, aunque tanto en
experimentos de corta o larga duracién, la concentracién de compuestos fendlicos esta

regulado por los niveles de irradiancia.

La distribuciéon de las especies intermareales y submareales en profundidad, es decir
su zonacion batimétrica, esta relacionada con la capacidad para resistir condiciones de gran
estrés luminico (Hanelt, 1998) y la sensibilidad a la radiacién UV (Figueroa et al. 1997,2002),

donde las especies supralitorales presentan menor dafio en el ADN y mayor tasa de reparacion
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gue algas que se sitian en la zona submareal (Bischof et al. 1998, Van de Poll et al. 2001,
Gbémez et al. 2004, Wiencke et al. 2006). Estos mecanismos de adaptacion a la radiacién solar
pueden depender de la disponibilidad de nutrientes (Shelly et al. 2002, Villafafie 2004, Korbee
et al. 2005, Medina-Sanchez et al. 2006). La limitacién por nitrogeno afecta a la capacidad
fotosintética (Pérez-Llorens et al. 1996), al contenido en proteinas (Vergara et al. 1995, Henley
et al. 2001) y a mecanismos de fotoproteccién, provocando un incremento de la sensibilidad a
la radiacién UV (Litchman et al. 2002, Korbee-Peinado et al. 2004, Korbee et al. 2006,

Huovinen et al. 2006).

Los factores abidticos (PAR, UV, temperatura, nutrientes) provocan respuestas
fisioldgicas sobre las especies y comunidades vegetales marinas (Breitburg et al. 1999).
Considerando que los patrones de zonacién vertical estén relacionados con las distintas
respuestas fotosintéticas de las algas intermareales y submareales, el objetivo de nuestro
estudio fue analizar la vulnerabilidad en Canarias de las comunidades de especies clave del
género Cystoseira (C. tamariscifolia, C. compressa 'y C. abies-marina) asi como de Lobophora
variegata (alga parda abundante en el submareal canario, Tuya & Haroun 2006), las cuales
muestran distinta distribucién vertical (zonacién) en el litoral. Para ello, medimos y estudiamos
los cambios a lo largo de ciclos diarios (i) de la fluorescencia in vivo de la clorofila a asociada al
fotosistema I, usando el rendimiento dptimo o maximo (Fv/Fm), como estimador del estado
fisiolégico y de la fotoinhibicidn, (ii) de la tasa de transporte de electrones (ETR) como
estimador de la capacidad fotosintética, ademas (iii) de la sintesis de productos involucrados
en mecanismos de fotoproteccién (pigmentos, fenoles y potencial antioxidante), para asi
conocer los mecanismos de aclimatacién y fotoproteccién de macroalgas pardas procedentes

de distintas profundidades.

Material y método

Descripcion de las especies de estudio

Tres de las especies recolectadas en el estudio pertenecen al género Cystoseira
(Fucales, Phaeophyceae): Cystoseira tamariscifolia (Hudson) Papenfuss, Cystoseira compressa
(Esper) Gerloff et Nizamuddin y Cystoseira abies-marina (S.G. Gmelin) C. Agardh. Son especies
con talos erectos y frondosos que llegan a alcanzar hasta los 60 cm de longitud, dependiendo

de la especie (Fig. 1).
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Figura 1. Submareal de la costa noreste de Lanzarote donde se recolectaron las algas de estudio

Cystoseira tamariscifolia forma una banda bien definida en el limite de marea,
principalmente en Lanzarote y sus islotes, llegando hasta los 5-8 metros de profundidad,
constando como especie vulnerable en el “Catdlogo Canario de Especies Amenazas” (Ley 4,
2010) (Fig. 2A). Cystoseira compressa presenta un dimorfismo estacional y puede alcanzar
hasta los 25 m de profundidad (Fig. 2B). En el intermareal, crece inmediatamente por encima
de C. abies-marina. Esta Ultima especie, C. abies-marina, es la especie con mayor biomasa
vegetal en las costas canarias (Haroun et al. 2003). Forma densas praderas desde el comienzo
del sublitoral hasta los 15 m de profundidad, en algunos casos hasta los 25 m en ciertas
localidades de Lanzarote y sus islotes (Tuya et al. 2005) y consta en el “Catalogo Canario de
Especies Amenazadas” como especie de interés para los ecosistemas canarios (Fig. 2C). Por
ultimo, Lobophora variegata (J.V. Lamouroux) Womersley ex E.C. Oliveira (Dictyotales,
Phaeophyceae) es un alga muy comun en Canarias (Tuya & Haroun, 2006), la cual se extiende
desde los charcos del intermareal hasta los 30 m de profundidad, encontrandose registros de
hasta 70 m de profundidad en la isla de El Hierro, donde es particularmente conspicua (Tuya &
Haroun, 2006) (Fig. 2D). Esta especie muy abundante en los primeros metros del sublitoral, y, a
diferencia de las pertenecientes al género Cystoseira, crece preferentemente en ambientes
esciafilos, tanto en grietas de charcos intermareales y en paredes verticales bajo el dosel de
otras macroalgas como en cuevas submareales con poca luminosidad (Haroun et al. 2003,

Espino et al. 2006).
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Figura 2. Especies de estudio recolectadas en la costa de Lanzarote. (A) C. tamariscifolia, (B) C. compressa, (C) C.

abies-marina y (D) L. variegata.

Experimento exposicion- recuperacion

Talos de las 3 especies de Cystoseira: C. tamariscifolia, C. compressa y C. abies-marina
fueron recolectados en plataformas rocosas de la costa Noreste de Lanzarote (Islas Canarias)
(29° 9' N; 13°25' W) en el intermareal inferior (-1 m) y submareal somero (-4 m) en Septiembre
de 2010 (Fig. 3). Las algas fueron expuestas al incremento de la radiacién solar en horas de
mediodia (12:00-14:30h hora local) en tanques de polietileno blancos (60 x 40 x 20cm) con una
capa de 10 cm de agua de mar. Con el objeto de analizar la recuperaciéon de la actividad
fotosintética, después del periodo de exposicién, las algas fueron cubiertas mediante filtros
neutros durante 3 horas (14:30-17:30h hora local). Los filtros redujeron la irradiancia PAR
incidente en un 57% (ver resultados). El agua de los tanques fue renovada frecuentemente

para evitar el incremento excesivo de temperatura.

El rendimiento efectivo (AF/F'm) fue medido cada hora durante todo el experimento.

El rendimiento 6ptimo (Fv/Fm) y las curvas de luz rapidas (RLCs; tasa de transporte electrones
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(ETR) -ETR- vs. irradiancia) se evaluaron al inicio y final del periodo de exposiciéon (12h y
14:30h) y al final del periodo de recuperacion (17h). El contenido en fenoles, la actividad
antioxidante y los pigmentos fotosintéticos fueron analizados al inicio y al final del

experimento (12hy 17h).
Experimento de ciclo diario

En el intermareal inferior (-1m), se recolectaron talos de C. tamariscifolia y C.
compressa, mientras que en el medio submareal (-4 m) se recogieron talos de, igualmente, C.
tamariscifolia, C. compressa, ademas de C. abies-marina y Lobophora variegata. Todas las
colecciones se realizaron en la costa noreste de Lanzarote en Septiembre de 2010 (Fig. 3). Las
distintas especies fueron expuestas a la radiacién solar en tanques de polietileno blanco en 10
cm agua de mar durante un ciclo diario (9:00-19:00h hora local). El agua de los tanques fue

renovada frecuentemente para evitar el exceso de temperatura.

El rendimiento optimo (Fv/Fm) y el rendimiento efectivo (AF/F'm), el contenido en
compuestos fendlicos, la actividad antioxidante y los pigmentos fotosintéticos fueron
analizados en 6 momentos a lo largo de todo el ciclo diario (es decir, alas 9, 11, 13, 15, 17 y
19h (hora local). Asimismo, las curvas de luz rapidas, que representan ETR vs. Irradiancia,

fueron realizadas al inicio y final del experimento.
Mediciones de luz y temperatura

La radiacidn solar incidente fue medida usando sensor plano con correccién de coseno
(Licor, Li 189 conectado a radiémetro Licor, Li-250) y la radiacion UV a través de sensor de
irradiancia hiperespectral UVA/UVB (Ramses, TrioS GmbH, Oldenburg, Alemania). La
temperatura en las cubetas de polietileno fueron medidas en continuo cada 5 min a través del
termdmetro sumergible Hobos U22 (Onset computer corporation, Bourne, USA) y se tratd de

mantener estable con renovacion frecuente del agua.
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Figura 3. (A) Localizacion geografica del drea de estudio: Los Jameos del Agua, Lanzarote. (B) Representacion
esquematica de la zona intermareal de Lanzarote donde se recolectaron las especies de algas (-1 y -4 metros de
profundidad) y (C) rango de profundidad de las distintas especies, donde se muestra la profundidad de mayor

abundancia de cada alga (Haroun et al.2003, Espino et al.2006).

Fluorescencia in vivo de la clorofila

La fluorescencia in vivo de la clorofila asociada al PSIl fue determinado usando el
fluorimetro Diving-PAM (Walz, Alemania) (n=8). Con los centros de reaccién totalmente
oxidados o relajados, y tras un periodo de adaptacion a la oscuridad (15 min), se obtuvieron los
valores minimos de fluorescencia (Fo) tras encender la luz de medida y mdximos de
fluorescencia, Fm después de aplicar el pulso de saturacién de luz actinica (2350 pumol fotones
m? s* durante 0,8 s). El rendimiento 6ptimo Fv/Fm (pardmetro sin dimensidn) se describe
como la eficiencia méxima fotoquimica de transferencia de energia a los centros de reacciéon
del PSlI, el cual se define como (Fm-Fo)/Fm. En muestras iluminadas por luz actinica, parte de
los centros de reaccidn permanecen cerrados o reducidos y, se obtuvieron los valores
instantaneos de fluorescencia (F) tras encender la luz de medida y maximos (F'm) tras aplicar
el pulso de saturaciéon de luz actinica. El rendimiento efectivo, AF/F'm queda definido como
(F"'m-F)/F'm. Las curvas de luz rapidas (RLCs) fueron medidas usando la funcién de curvas de
luz del Diving-PAM. La luz actinica se incrementd cada 20s exponiendo a la muestra a 9

irradiancias en aumento, desde 85 a 1748 umol fotones m~ s, Las curvas de luz fueron

construidas calculando el ETR directo del PSII para cada nivel de luz actinica:

ETR = (AF/F'm) * E* A * FI
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donde AF/F'm es rendimiento efectivo, E la irradiancia de luz actinica en cada punto de la
curva, A la absortancia media de cada especie, mientras que Fll, es la fraccion de clorofila
asociada, siendo para algas pardas de 0,8 (Grzymski et al. 1997). La absortancia A = 1- (E/Eo)
fue calculada a partir de la luz transmitida a través de una pieza de cada especie (E;) colocada
sobre un sensor PAR con correccidén de coseno (Licor, Li 189 conectado a radidémetro Licor, Li-
250), y la irradiancia incidente (Ey) en ausencia de la pieza de alga. Las absortancias obtenidas

fueron de 0,85 + 0,05 para las especies de Cystoseira y 0,83 + 0,03 para Lobophora variegata.

Las curvas de luz fueron ajustadas segln el modelo de Jasby y Platt (1976) y de Platt y
Gallegos (1980) en casos donde hubo fotoinhibicién, para obtener los valores de eficiencia

(oterg), irradiancia de saturacién (Ek) y ETR maximo (ETRmax).
Amortiguamiento no fotoquimico

Y(NO), refleja la fraccion de energia que es disipada pasivamente en forma de calor vy
fluorescencia, debido al bloqueo de los centros de reacciéon del PSIl, calculado segun

(Klughammer & Schreiber, 2008) como: Y(NO)=F/Fm

Y(NPQ), corresponde a la fracciéon de energia disipada en forma de calor regulada por
mecanismos fotoprotectores no fotoquimicos (Klughammer & Schreiber, 2008) y fue calculado

mediante: Y(NPQ)=F/F'm -Y (NO)

Contenido en pigmentos, fenoles, actividad antioxidante y C, N.

Los pigmentos fotosintéticos clorofila a (Chl a), clorofila ¢ (Chl ¢) y el contenido en
carotenos fueron determinados espectrofotométricamente. Los andlisis se realizaron
mediante extraccién de pigmentos de las algas (20 mg peso fresco) usando como solucion
extractora 1ml de acetona al 90% saturada de hidroxido de carbonato de magnesio y
manteniendo en oscuridad 12h a 4°C. Después de centrifugar a 4000 rpm durante 20 min,
cada sobrenadante fue usado para medir los pigmentos mediante escaneo desde 480 a 750
nm. La concentracion de clorofila y carotenos fue calculada segun Ritchie (2006, 2008). El

contenido en pigmento fue expresado en mg g"1 PS.

La extraccion de compuestos fendlicos se realizdé para todas las algas recolectadas
(0,25g PS, n=3 talos por especie), donde se molié en un mortero con arena de mar a 4°C, y se
extrajo durante la noche en tubos de centrifuga con 2.5 ml de metanol al 80%. La mezcla fue

centrifugada a 4000 rpm durante 30 minutos a 4°C y se recogio el sobrenadante (Sigma 2-
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16PK, Gottingen, Alemania). Los compuestos fendlicos totales, expresados en mg g™ PS, fueron
determinados usando floroglucinol como estdndar siguiendo el método de Folin-Ciocalteu
(Folin & Ciocalteu, 1927). La reaccidn se completd después de 120 minutos en oscuridad a 4°C
y se leyé la absorbancia a 760 nm mediante un espectrofotémetro (Thermo Scientific Evolution

201, UV-Visible, Shangai, China).

La actividad antioxidante fue medida a través del radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrasyl) por triplicado, segiin el método de Blois (1958). Rdpidamente, se tomaron 150
plL del extracto metandlico y se mezclaron con 1,5 ml de metanol al 90% y 150 pL de solucidn
de DPPH preparada diariamente a 1,27 nM. La reaccion fue completada después de 30
minutos en oscuridad a temperatura ambiente, y medida la absorbancia a 517 nm. Los valores
de concentracion de DPPH (uM) fue calculada a través de concentracion del extracto de alga
(mg PS ml™) con el fin de obtener el valor de EC50 (indice de oxidacién), el cual representa la
concentracién de extracto (mg ml™) que se requiere para reducir al 50% el DPPH. Se usé acido

ascorbico como control positivo.

El contenido total en C y N fue determinado mediante combustién usando un

analizador elemental CNHS LECO-932 (Michigan, USA).
Andlisis estadistico

Las diferencias en la actividad fotosintética, mecanismos de fotoproteccidn (fenoles, actividad
antioxidante) y concentraciones de pigmentos entre algas y las distintas horas se contrastaron
a través de ANOVAs de 2 vias, donde ‘especies’ actian como factor fijo y las ‘horas’ de medida
como factor aleatorio. Se usd el test de Cochran para comprobar la homogeneidad de
varianzas (Underwood 1997), donde se realizd transformaciones para obtener varianzas
homogéneas. En caso de no obtener varianzas homogéneas, se ajusto el nivel de confianza al
99%, reduciéndose asi el error tipo I. La significancia de los F-ratios se contrasté mediante
4999 permutaciones de los datos a través del software PERMANOVA, utilizando la distancia
euclidiana como medida de disimilitud. En los casos necesarios, se ejecutaron test a pares (a
posteriori) mediante 4999 permutaciones. Los resultados obtenidos en los ANOVAs se

muestran en las tablas del anexo estadistico (tablas A6-A11).

65

——
| —



Capitulo 3

Resultados

Experimento exposicion-recuperacion

Pardmetros abidticos

Aclimatacidn de algas pardas en gradiente de profundidad

La temperatura media del agua en las cubetas de incubacién de polietileno fue de
28,2°C (Fig. 4A). La temperatura del agua al inicio de la exposiciéon solar fue de 25°C,

alcanzando al final de la exposicidon los 30°C, y disminuyendo a los 29°C al final de la fase de

Temperatura (°C)

35

30

25

20

15

10

recuperacion (Fig. 4A).

2500

20:00

] <2000
n o
o
4 £ o
n
o 1 b :
2 500
o
- g
7 o
w 5
© 1000 +
] £
~c
8
o i
1 2 500
8
T O...
©
=
T T T T T T T T T T T T T T T T
o o o o o o o o o o =} o o o [=} o [=} o [=} o [=} o o
=1 ® =} ] =} ] S ] =1 @ <} ] <] S S =] =} =} =} =} s} s} =}
= - o N ) ™ s e} 0 © © o2} =} — N [} < [te} [} ~ © 2}
~ b ~ b ~ bl ~ 3 — — ~ B o — - — — — — — — — —
Tiempo(h) Tiempo (h)

Figura 4. (A) Temperatura del agua en las cubetas de polietileno durante el experimento de exposicion-
recuperacion. (B) Irradiancia diaria PAR donde (o) representa las irradiancia PAR a cada hora de medida y (®)

muestra la irradiancia bajo filtros neutros (periodo de recuperacion).

Los resultados de la irradiancia revelan un aumento progresivo desde las 10h hasta las
14h, donde se registré el maximo de 2060 pmol fotones m™?s™. A partir del mediodia hasta el
final del dia disminuye la irradiancia fotosintética activa (PAR) de forma progresiva con algunas
caidas drasticas por la presencia transitoria de nubes (Fig. 4B). Las irradiancias en el periodo de
recuperacion se vieron reducidas un 57% debido a la atenuacién producida por los filtros
neutros que se emplearon (Fig. 4B). La radiacidon UV reveld una disminucién en las primeras

horas de la tarde (16h), alcanzando mayores valores a mediodia (14h) (Fig. 5).

66

——
| —



Capitulo 3 Aclimatacidn de algas pardas en gradiente de profundidad

18

16 4 A

1,4

—e— 14h
o 15h
—-v¥— 16h

1,2 4

1,0 A

Intensidad (W m'z)

280 295 310 325 340 355 370 385 400

Longitud de onda (nm)

0,20 4

0,15 4

0,10 4

Intensidad (W m™2)

0,05 4

0,00 +¢——9———%
0

Longitud de onda (nm)
1,0

0,8

0,6

[e]
v

J/
006 .0%0 000¥
o 09 %Q vy
ou O,W '\0490

0,2 ~yw

0,0 T T T T T T T
320 330 340 350 360 370 380 390 400

Intensidad (W m'2)

Longitud de onda (nm)
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Actividad fotosintética

El rendimiento éptimo (Fv/Fm) y el rendimiento efectivo (AF/F’'m) varid entre las horas
de exposicidn y de recuperacion para las distintas macroalgas (‘Es x Ho’, p<0,01) (Tabla A6). Las
algas muestreadas en el intermareal mostraron menores caidas del Fv/Fm que las algas
muestreadas en el submareal, las cuales revelaron mayores caidas del rendimiento 6ptimo
durante el periodo de exposicién. En el periodo de recuperacién, las algas procedentes del
intermareal mostraron porcentajes de recuperacién por encima del 100%, mientras que las
especies provenientes del submareal alcanzaron menores valores de recuperacion (63-79%)
(Fig. 6A). Los valores de actividad fotosintética (ETR) medidos a través del rendimiento
efectivo, revelé mayor actividad fotosintética en especies recolectadas en el intermareal,

disminuyendo la actividad en las especies procedentes del medio submareal (Fig. 6B).
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Figura 6. Rendimiento dptimo o maximo (Fv/Fm) (A) (expresado en % de variacidn) y capacidad fotosintética (ETR)
(B) para las distintas especies durante el experimento de exposicion-recuperacion. (6A) Las barras negras muestra el
% de fotoinhibicion (variacion del Fv/Fm de 12:00h-14:30h) y las barras grises muestras los % de recuperacion
(variacién del Fv/Fm de 12:00-17:00h). (6B) Incremento de la capacidad fotosintética (variacion de AF/F'm desde el
inicio al final del dia) Ct= C. tamariscifolia, Cc=C. compressa, Ca=C. abies-marina; i= intermareal, s=submareal. Las
letras sobre las barras denotan diferencias significativas (test a posteriori) entre las distintas especies durante el

periodo de exposicion y recuperacion.

Los valores de Y(NO) muestra diferencias entre las distintas especies en el periodo de
exposicion y recuperacion (‘Es x Ho’, p<0,01) (Tabla A6). Se observaron valores altos al inicio de
la exposicidn para C. compressa (i) y C. tamariscifolia (s), alcanzando valores mas bajos en C.
tamariscifolia (i) y C. abies-marina (s) (test a posteriori, p<0,01) (Fig. 7A). Al final del periodo
de exposicién se observaron valores elevados para todas las macroalgas, con valores maximos

para C. abies-marina (i) y minimos para C. abies-marina (s) (Fig. 7B). En la fase de recuperacion
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observamos un aumento del Y(ll) (rendimiento efectivo) y una disminucion del Y(NO),
encontrandose los valores maximos para C. abies-marina (i) (test a posteriori, p<0,01) (Fig.
7C). La tendencia al inicio de la exposicion (12h) y al final de la recuperacién (17h) en el Y(l1)
fue la de disminuir en algas recolectadas en el submareal. Al final de la exposicidon (14h30),
observamos en las especies procedentes del intermareal una caida del Y(ll) en algas
recolectadas en el limite inferior del intermareal, mientras que en las especies muestreadas en
el submareal aumenta el rendimiento efectivo. Los valores de amortiguamiento no
fotoquimico Y(NPQ) variaron entre especies en los periodos de exposicion y recuperacion (‘Es x
Ho’, p<0,01) (Tabla A6). Al inicio de la exposicion encontramos valores altos para C.
tamariscifolia (i), C. abies-marina (i) y C. abies marina (s), no mostrando valores para C.
compressa (i) (Fig. 7A) (test a posteriori, p<0,01). Al final de la exposicidén, observamos una
disminucion de Y(NPQ) en C. abies-marina (s) y el amortiguamiento no fotoquimico fue muy
bajo, cercano a cero (Fig. 7B). En cambio, observamos al final de la recuperacién como se
produce un aumento de Y(NPQ) en la mayoria de las especies, con maximos en C.
tamariscifolia (s), seguido de C. compressa (i y s) y C. abies-marina(s), con valores muy bajos

para C. tamariscifolia (i) y C. abies-marina (i) (test a posteriori, p<0,01) (Fig. 7C).
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Rendimiento efectivo y no fotoquimico Rendimiento efectivo y no fotoquimico

Rendimiento efectivo y no fotoquimico

Aclimatacidn de algas pardas en gradiente de profundidad
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Figura 7. Rendimientos no fotoquimico durante los periodos de exposicidon y recuperacién. Las barras negra

representan el rendimiento efectivo (AF/F'm o Yll), las barras gris claro representan Y (NO) y las barras gris oscuro el

Y(NPQ). (A)=12:00h (inicio exposicidn), (B)=14:30h (final exposicidn), (C)=17:30h (final recuperacién). Ct= Cystoseira

tamariscifolia, Cc=Cystoseira compressa, Ca=Cystoseira abies-marina; i= intermareal, s=submareal.
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Capitulo 3 Aclimatacidn de algas pardas en gradiente de profundidad

Los parametros de ETR variaron entre los distintos periodos de exposicién (‘Ho’,
p<0,01) (Tabla A7). Los ETR.x fueron elevados al inicio de la exposicion solar (test a posteriori,
p<0,01). Al final de la exposicién (14h30), los valores cayeron en torno a un 12% en C.
tamariscifolia (i) y hasta el 58% en C. compressa (i). En el periodo de recuperacidn, se observo
gue algunas especies aumentaron el valor de ETR,,.x Y €n otras, en cambio, siguieron cayendo.
Al final de la recuperacién observamos que C. tamariscifolia (s), C. compressa (i) y C. abies-
marina (i) mostraban un aumento del 14, 8 y 3 % respectivamente. En el resto, el ETR ., cayd
en torno a un 70% durante el periodo de recuperacion (test a posteriori, p<0,01) (Tabla I). La
eficiencia fotosintética (oerr) mostré cambios en las distintos periodos de exposicion y
recuperacion (‘Ho’ p<0,01), independientemente del alga (‘Es x Ho’, p>0,05) (Tabla A7). En
general se observaron pérdidas de eficiencia en el periodo de exposicién solar con mayores
caidas para C. abies-marina (i) de un 52%, seguida de C. tamariscifolia (s), C. compressa (i y s),
C. abies-marina (s) y C. tamariscifolia (i), siendo esta uUltima la que registrd una disminucion
menor, de aproximadamente del 10% (test a posteriori, p<0,01). En el periodo de
recuperacion, todas las algas vieron aumentada su eficiencia, excepto C. tamariscifolia (i), la
cual disminuyd un 20% (test a posteriori, p<0,01) (Tabla I). La irradiancia de saturacion (Ek) no
mostré cambios entre las distintas especies en el tiempo (‘Es x Ho’, p>0,05, tabla A7), aunque
se dieron diferencias a nivel de efectos principales, lo que revela que las diferencias entre
horas fueron independientes de las especies (‘Ho’, p<0,01, tabla A7). Observamos en el
periodo de exposicion que las especies procedentes del intermareal disminuye el Ek, mientras
qgue en las especies provenientes del submareal aumenta la irradiancia de saturacion (test a
posteriori, p<0,01). En cambio, en el periodo de recuperacién todas las especies disminuyen su
Ek, excepto en C. abies-marina (i), donde la irradiancia aumenta ligeramente al final (test a

posteriori, p<0,01) (Tabla ).
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Capitulo 3 Aclimatacidn de algas pardas en gradiente de profundidad

Tabla I. Parametros obtenidos de las curvas ETR vs Irradiancia, donde se observan los datos de ETRmax, a y Ek para las distintas especies durante el periodo de exposicién (12-14h) y periodo

de recuperacién (14h-17h). Media  error estandar.

12h 14h 17h
ETRmax a Ek ETRmax o Ek ETRmax o Ek

C. tamariscifolia (i) 90,73+21,95  0,33+0,05 281,65+63,98 | 80,29+10,30 0,30+0,02 268,53+52,86 | 24,19+3,32  0,29%0,01 81,1949,64

C. compressa (i) 85,18+6,81 0,26+0,02 329,82+47,14 | 35,04+6,52  0,15+0,03 235,84+13,60 | 42,74+24,72 0,22+0,06 164,61+56,19
C. abies-marina (i) 94,72+12,04  0,34+0,01 279,74+42,99 | 74,15+16,11 0,16+0,02 427,05+41,46 | 73,90+9,14  0,25+0,03 298,20+29,90
C. tamariscifolia (s) 85,72+13,21  0,45+0,01 188,70+29,57 | 46,48+5,58  0,24+0,07 226,16+67,55 | 58,85+3,65 0,38+0,03 127,18+30,37

C. compressa (s)  73,6043,80 0,34+0,06 231,35+42,86 | 59,01+16,22 0,21+0,05 269,67+14,76 | 18,91+3,98  0,28+0,05 68,39+7,69
C. abies-marina (s) 111,31+36,41 0,33%0,02 325,25+92,47 | 74,09+8,70  0,26%0,04 315,40+92,19 | 27,56+1,81  0,32+0,01 79,47+11,06




Capitulo 3 Aclimatacidn de algas pardas en gradiente de profundidad

Contenido en pigmentos fotosintéticos, fenoles, actividad antioxidante y C,N.

El contenido en pigmentos varid entre el inicio de la exposicion (12:00h) y final de la
recuperacion (17:00h) para las distintas especies (‘Es x Ho’, p<0,01) (Tabla A8). El contenido en
Chl @ mostré un aumento en el periodo de recuperacidon en especies muestreadas en el
intermareal, excepto en C. abies-marina (i), donde disminuyd la concentracion de dicho
pigmento (test a posteriori, p<0,01). En las especies muestreadas en el submareal, la Chl a
disminuyd excepto en el caso de C. tamariscifolia (s) que se incrementd, alcanzando valores
maximos (Fig. 8A). El contenido en Chl ¢ revel6 cambios entre las distintas especies, tendiendo
a disminuir al final del periodo de recuperacién, excepto para C. compressa (i), que vio
incrementada la concentracién de Chl ¢ (test a posteriori, p<0,01) (Fig. 8B). El contenido en
carotenos revelé que las especies procedentes del intermareal disminuian sus valores al final
del periodo de recuperacion, viéndose aumentadas en las especies recolectadas en la zona
submareal, excepto en el caso de C. compressa (s) donde se observd una disminucién. Los

valores maximos se registraron en C. tamariscifolia (s) (Fig. 8C).
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Figura 8. Contenido en clorofila a (A), clorofila c (B) y carotenos (C) a las 12:00 y 17:00h (barra negra y barra gris,
respectivamente). Ct= Cystoseira tamariscifolia, Cc=Cystoseira compressa, Ca=Cystoseira abies-marina; i=
intermareal, s=submareal. Las letras sobre las barras (a,b) denotan diferencias significativas (test a posteriori) entre

el inicio de la exposicién y final de la recuperacidon. Media * error estandar.
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Capitulo 3 Aclimatacidn de algas pardas en gradiente de profundidad

El contenido en compuestos fendlicos mostréd diferencias entre las distintas especies
en los periodos de exposicién y recuperacién (‘Es x Ho’, p<0,01) (Tabla A8). Las algas
muestreadas en el intermareal presentaron un aumento en el contenido de fenoles al inicio
de la exposicidén y una disminucion al final de la recuperacion (test a posteriori, p<0,01). En
cambio para las especies muestreadas en la zona submareal no se observé el mismo patrén. El
contenido en fenoles aumento al final de la recuperacién en C. tamariscifolia (s) y disminuyé
en C. compressa (s) y C. abies-marina (s) (test a posteriori, p<0,01). Los valores mas elevados se
encontraron en C. tamariscifolia (i y s), seguidos de los de C. abies-marina (i y s) y minimos

para C. compresa (iy s) (Fig. 9A).

100
A Intermareal Submareal
a
80 - b
o
o
- 60 -
o
j=2}
E
%]
S 40
c a ap
& b b
20 4 a
_a
- B
0 . ; ; ‘ ;
C. t(i) C. c(i) C. a(j) C.t(s) C.c(s) C.a(s)
Especies
18
B Intermareal Submareal
16 A b bT
14 A
< 124
£
2 10 A
=)
E g
(=3
5 a
£ 6
a
4 B
2 B
a ab 2 b a b
0 — - | o -

C. t(i) C. c(i) C. a(i) C. t(s) C.c(s) C.a(s)

Especies

Figura 9. Contenido en fenoles totales (A) y actividad antioxidante en las distintas especies de Cystoseira medida a
través del ECs, (B) en las especies intermareales y submareales al inicio de la exposicidn y al final de la recuperacion
(barra negra y barra gris respectivamente). Ct=C. tamariscifolia, Cc=C. compressa, Ca=C. abies-marina; i=
intermareal, s=submareal. Las letras sobre las barras (a, b) denotan diferencias significativas (test a posteriori) entre

el inicio de la exposicién y final de la recuperacidon. Media * error estandar.
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Capitulo 3 Aclimatacidn de algas pardas en gradiente de profundidad

La capacidad antioxidante reveld diferencias entre las distintas especies en los
distintos periodos (‘Es x Ho’, p<0,01) (Tabla A8) (Fig. 9B). La actividad antioxidante en general
fue ligeramente superior al inicio de la exposicidn (test a posteriori, p<0,01). Encontramos alta
capacidad antioxidante para todas las especies excepto para C. compressa (i y s), donde los
altos valores del ECsq indican una menor actividad. Se observa para dicha especie que la
actividad antioxidante es menor en el periodo de recuperacion (Fig. 5B). Se obtuvieron
correlaciones positivas, con alta significancia (p<0,03), entre la concentracion de fenoles y la
actividad antioxidante (1/ECsy) sélo para ejemplares recolectados en el intermareal; sin
embargo, no se encontrd correlacién alguna para los ejemplares procedentes del submareal

(Fig. 10).
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Figura 10. Correlacién entre el contenido en fenoles y la actividad antioxidante (1/EC50) medido en los extractos de
(A) C. tamariscifolia (i), (B) C. compressa (i), (C) C. abies-marina (i), (D) C. tamariscifolia (s), (E) C. compressa (s) y (F)
C. abies-marina (s). (i) intermareal, (s) submareal. Correlaciones significativas (p<0.03) se observan en las especies

intermareales.
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Capitulo 3 Aclimatacidn de algas pardas en gradiente de profundidad

El contenido en C y N varié entre el periodo de exposicion y de recuperacién para las
distintas especies (‘Es x Ho’, p<0,01) (Tabla A7). Para el contenido de C las diferencias entre el
inicio de exposicién y final de recuperacién fueron minimas, excepto en C. abies-marina (s)
(test a posteriori, p<0,01) (Figs. 11A,B). La concentracion de N mostré diferencias significativas
entre el inicio exposicién y el final de la recuperacién, donde la tendencia general fue a
disminuir, excepto en C. abies-marina (i y s), donde aumenta al final de la recuperacion (test a
posteriori, p<0,01) (Fig. 11B). La relacion C:N reveld que, de media, el contenido mas alto
corresponde a las especies intermareales, mostrando menor contenido en las especies

submareales (Fig. 11C).
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Figura 11. Porcentaje de C (A), N (B) y relacion C:N (C) en las especies intermareales y submareales al inicio de la
exposicion y final de la recuperacion (barra negra y gris respectivamente). Ct=C. tamariscifolia, Cc=C. compressa,
Ca=C. abies-marina; i= intermareal, s=submareal. Las letras sobre las barras (a, b) denotan diferencias significativas

(test a posteriori) entre el inicio de la exposicion y final de la recuperacion. Media + error estandar.
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Capitulo 3 Aclimatacidn de algas pardas en gradiente de profundidad

Experimento ciclo diario

Pardmetros abidticos

La temperatura media en las cubetas de polietileno donde se incubaron las algas a lo
largo del ciclo diario fue de 24,7°C. Al inicio del ciclo, la temperatura fue de 23°C, la cual fue
aumentando ligeramente a lo largo del dia hasta las 16h (hora local), donde se registré un

méaximo de 28°C, disminuyendo hasta alcanzar los 25°C al final del ciclo diario (19 h) (Fig. 12A).
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Figura 12. (A) Registro de temperatura (°C) del agua en los contenedores de polietileno en los que se realizaron las

incubaciones de las algas. (B) Irradiancia de radiacion activa fotosintética (PAR, A=400-700nm) expresada en (imol

fotones m™ s™) alo largo del dfa.

La radiacién fotosintéticamente activa (PAR) registré grandes fluctuaciones a los largo
del ciclo diario debido a la presencia de nubes intermitentes y chubascos localizados en la
mafiana y tarde. A lo largo de la mafana, las irradiancias tienden a aumentar manteniéndose
por debajo de 600 pumol fotones m™ s™*. A mediodia la irradiancia aumento, alcanzandose el
méximo del dia (1.785 umol fotones m™ s) a las 16h, disminuyendo a lo largo de la tarde con
un ligero incremento a las 18:30 (Fig. 12B). La radiacion UV registrd grande fluctuaciones en las
horas centrales del dia. A las 15h se alcanzaron intensidades elevadas, mientras que a las 13 y

14h se registraron menores intensidades de radiacion UV, debido a la presencia de nubes (Fig.

13).
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Capitulo 3 Aclimatacidn de algas pardas en gradiente de profundidad

Actividad fotosintética

Tanto el rendimiento éptimo (Fv/Fm) como el rendimiento efectivo (AF/F'm) variaron
a lo largo del dia para las distintas especies (‘Es x Ho’, p<0,01) (Tabla A9). Se observa para
todas las algas una caida en el rendimiento 6ptimo desde la mafiana a las horas centrales del
dia y buenos porcentajes de recuperacién para todas las especies (test a posteriori, p<0,01)
(Fig. 14A). Los valores mas bajos de Fv/Fm se registraron en L. variegata durante todo el ciclo
diario con las mayores caidas en el rendimiento al mediodia (Fig. 14A). Las especies de la zona
intermareal presentaron menores porcentajes de disminucion del Fv/Fm, observandose altas
recuperaciones. Por el contrario, los especimenes del submareal presentaron mayores caidas
en el rendimiento éptimo y los porcentajes de recuperacién son mas bajos que en los
especimenes procedentes del intermareal, aunque se obtuvieron buenas recuperaciones,
sobre todo en C. abies-marina (s) la cual registré una de las recuperaciones mas elevadas (Fig.
9A). La variacion del ETR, medido a través de la diferencia de los valores de la mafana (9:00h)
y la tarde (17:00h) revelaron mayor actividad fotosintética en las algas mas someras, cayendo
la capacidad fotosintética en las especies recolectadas a mas profundidad. La especie que
crece en aguas mas someras, C. tamariscifolia (i) fue la mas productiva y L. variegata, especie

mas profunda, la menos productiva (Fig. 14B).
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Figura 14. Rendimiento cudntico maximo (A) (Fv/Fm, expresado en % de variacion) y capacidad fotosintética (B)
(ETR determinado a partir de las medidas de rendimiento cuantico efectivo (AF/F'm) e Irradiancia) para las distintas
especies durante el ciclo diario. (14A) Barras negras muestra el % de fotoinhibicion (variacién del Fv/Fm desde la
mafiana a mediodia) y las barras grises muestras los % de recuperacién (variacién del Fv/Fm desde la mafiana al
final del dia) a lo largo del ciclo diario. (14B) Incremento de la capacidad fotosintética (variacién de AF/F'm desde el
inicio al final del dia). Ct= C. tamariscifolia, Cc=C. compressa, Ca=C. abies-marina, Lv=L. variegata; i= intermareal,
s=submareal. Las letras sobre las barras denotan diferencias significativas (test a posteriori) entre las distintas

especies durante el ciclo diario.
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Capitulo 3 Aclimatacidn de algas pardas en gradiente de profundidad

El Y(NO) varid a lo largo del dia para las distintas especies (‘Es x Ho’, p<0,01) (Tabla A9).
Al inicio del ciclo, los valores de rendimiento efectivo Y(ll) son elevados, y estos valores van en
aumento en las especies de la zona intermareal mas proximas al drea submareal (C. t(i) <
C.c(i), test a posteriori, p<0,01). En las especies procedentes del submareal disminuye, siendo
la caida mayor en las especies recolectadas a mas profundidad (C.t(s)>C.c(s)>C.a(s)>L.v(s), test
a posteriori p<0,01) (Figs. 15A,B). Los valores de Y(NO) disminuyen en las especies
provenientes del intermareal y aumenta en especies submareales. En las horas centrales del
dia (13h), el patrén cambia con respecto al inicio del ciclo, se produce un aumento del Y(NO)
en todas las especies, con valores mas altos en especies de la zona intermareal (Fig. 15C).
Hasta el final del ciclo (19h), los valores de Y(NO) se van reduciendo y el Y(II) aumenta, con un

patrén similar al del inicio del dia (Figs. 15D,E,F).

El Y(NPQ) vario a lo largo del ciclo para las distintas especies (‘Es x Ho’, p<0,01) (Tabla
A9). Se observa que al inicio del ciclo que los valores de Y(NPQ) son muy pequefios,
encontrando en C. compressa (s) el valor mas elevado (test a posteriori, p<0,01) (Fig. 15A).
Conforme progresa el dia (11h) observamos que los valores van aumentando en la mayoria de
especies y en las horas centrales del dia (13h) son las especies recolectadas a mas profundidad,
C. abies-marina y L. variegata las que muestran los valores mds altos (Figs. 15B,C) (test a
posteriori, p<0,01). Al final del ciclo diario (19h) los valores de Y(NPQ) registran un incremento

en todas las especies (Fig. 15D,E,F) (test a posteriori, p<0,01).

Los parametros del ETR no variaron a lo largo del dia entre las distintas especies (‘Es x
Ho’, p>0,05) (Tabla A10). Sélo se encontraron diferencias significativas a nivel de efectos
principales (‘Ho’, p<0,01, tabla A10) mostrando asi que las diferencias entre las horas de
medida fueron independientes de las especies (test a posteriori p<0,01). El ETRs mostrd una
tendencia a aumentar desde el inicio del ciclo al final del dia, excepto para las algas de la zona
submareal C. compressa y C. abies-marina, donde disminuyd ligeramente. La eficiencia
fotosintética (oerr) reveld que las algas al final del ciclo habian disminuido su eficiencia,
excepto para C. tamariscifolia (i) que se vio incrementada al final del dia. La irradiancia de
saturacion (Ek) mostrd diferencias entre algas de la zona intermareal y submareal. Observamos
un aumento del Ek en los especimenes procedentes del intermareal al final del ciclo diario,
revelando que estas macroalgas se saturan antes que los especimenes que proceden del
submareal. Las algas submareales C. tamariscifolia y C. compressa tiende a disminuir la
irradiancia de saturacién al final del dia, mientras que la tendencia de C. abies marina y L.

variegata es de aumentar al final del ciclo diario (Tabla Il).
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Figura 15. Rendimientos efectivos y no fotoquimicos a lo largo del ciclo diario. Barra negra representa el

rendimiento efectivo (AF/F'm), barras gris claro representa Y(NO) y barras gris oscuro el Y(NPQ). (A)=9:00h,
(B)=11:00h, (C)= 13:00h, (D)=15:00h, (E)=17:00h, (F)=19:00h. Ct=C. tamariscifolia, Cc=C. compressa, Ca=C. abies-
marina, Lv=L. variegata; i= intermareal, s=submareal.

Tabla Il. Parametros obtenidos de las curvas ETR vs Irradiancia. Se presentan los valores al inicio del ciclo (9:00h) y al

final del ciclo (17:00h) para cada una de las especies de estudio. Media * error estandar.

9h 17h
ETRmax o Ek ETRmax o Ek
C. tamariscifolia (i) 36,46 + 2,67 0,44 0,03 83,08 + 1,04 45,81 + 9,96 0,49+0,03 94,17 + 23,21
C. compressa (i) 91,68 + 14,99 0,40+ 0,02 232,32 £ 48,50 106,46 + 4,33 0,37 +£0,02 283,92+ 2,14
C. tamariscifolia (s) 61,64 £ 7,15 0,46 £ 0,04 132,79+ 4,34 61,64 + 7,15 0,36+ 0,09 124,92 + 26,88
C. compressa (s) 133,74 + 6,45 0,47 + 0,04 293,40 + 42,44 105,44 + 17,53 0,39 + 0,00 267,83 + 45,35
C. abies-marina (s) 31,52 + 3,86 0,40+0,01 79,81 + 10,85 29,87 +7,34 0,30+0,05 96,14 £ 10,71
L. variegata (s) 52,71+ 4,96 0,28 £ 0,00 190,96 + 20,28 60,76 + 2,33 0,18 + 0,01 338,69 £ 9,10

——
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Capitulo 3 Aclimatacidn de algas pardas en gradiente de profundidad

Contenido en pigmentos fotosintéticos, fenoles, actividad antioxidante y C,N.

El contenido en pigmentos varié a lo largo del ciclo diario para las distintas especies
(‘Es x Ho’, p<0,01) (Tabla All). Tanto el contenido en Chl a, Chl ¢ como el contenido en
carotenos mostraron el mismo patron en cada especie (test a posteriori, p<0,01) (Fig. 16). Se
observan para C. tamariscifolia (iy s) y C. abies-marina valores altos al inicio y final del ciclo
diario, con valores minimos en las horas centrales del dia. En cambio, la concentracion
pigmentaria en C. compressa (i y s) y L. variegata fue mas alta por la mafiana, tendiendo a
disminuir a lo largo del ciclo diario. Las concentraciones pigmentarias mas elevadas se
observan en C. tamariscifolia (s), junto con L. variegata en la que se observo niveles altos de

Chlc.

El contenido en fenoles totales también mostrd variacién a lo largo del dia en las
distintas especies (‘Es x Ho’, p<0,01) (Tabla A11). Observamos en la especie mas somera, C.
tamariscifolia (i), registra los mayores contenido en fenoles, mostrando altos valores al inicio
del ciclo, a mediodia (13h) y al final del dia (19h) (test a posteriori, p<0,01). Sin embargo, en los
especimenes de C. tamariscifolia (s) se produjo un aumento del contenido de fenoles a lo largo
del dia. C. compressa (i) muestra un incremento en el contenido en fenoles a lo largo del dia
hasta las 17:00, disminuyendo al final del ciclo (19:00). C. compressa (s), presenta
concentraciones muy bajas de fenoles (< 5 mg g™ PS) excepto a las 15:00 que alcanza valores
proximos a 10 mg g PS. Para el resto de especies provenientes del sistema submareal (C.
abies-marina y L. variegata) la tendencia fue a aumentar a lo largo del ciclo diario (test a

posteriori, p<0,01) (Fig. 17A).

La actividad antioxidante mostrd variaciones a lo largo del dia para las distintas algas
(‘Es x Ho’, p<0,01) (Tabla A11). Los resultados revelaron alta capacidad antioxidante para C.
tamariscifolia (i y s), C. abies-marina y L. variegata (test a posteriori, p<0,01). Para C.
compressa (i y s) se observa menor capacidad antioxidante, con mayores valores de ECsq al
inicio del dia y disminuyendo a lo largo del ciclo, aumentando asi la actividad antioxidante a lo
largo del dia (Fig. 17B). Los datos nos revelan que C. compressa (s) presenta los valores mas
altos de ECs y, por lo tanto, menor actividad antioxidante. La concentracion de fenoles y la
actividad antioxidante (1/ECsp) mostraron correlaciones positivas para todas las especies en
estudio, excepto para C. compressa (s). El indice de correlacién de Pearson muestra altas

significancia (p<0,001) (Fig. 18).

83

——
| —



Capitulo 3 Aclimatacidn de algas pardas en gradiente de profundidad

2,5

A Intermareal Submareal

2,0 4
1,5 A

1,0 A

Chla (mg g'1 PS)

0,5 1

0,0 -
C. t(i) C. c(i) C. t(s) C. c(s) C.a(s) L. v(s)

0,35

B Intermareal Submareal
0,30 1

0,25 -
0,20

0,15

Chl ¢ (mg g'1 PS)

0,10

0,05

0,00 -
C. t(i) C. c(i) C. t(s) C. c(s) C. a(s) L. v(s)

1,6

. oh

C Intermareal Submareal O 1h

[ 13h
[ 15h
I 17h
[ 19h

1,4 A

1,2 A

1,0

0,8 A

0,6

Carotenos (mg g'1 PS)

0,4

0,2

0,0 -
C. (i) C. c(i) C. t(s) C. c(s) C. a(s) L. v(s)

Especies

Figura 16. Contenido en clorofila a (A), clorofila ¢ (B) y carotenos (C) a lo largo del dia (9:00h-19:00h). Ct=C.
tamariscifolia, Cc=C. compressa, Ca=C. abies-marina, Lv=L. variegata; i= intermareal, s=submareal. Media + error

estandar.
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Figura 18. Correlacion entre el contenido en fenoles y la actividad antioxidante (1/EC50) medido en los extractos de
(A) C. tamariscifolia (i), (B) C. compressa (i), (C) C. tamariscifolia (s), (D) C. compressa (s), (E) C. abies-marina (s) y (F)
L. variegata (s). (i) intermareal, (s) submareal. Correlaciones significativas (p<0.03) se observan en todas las
especies, excepto en (D).

El contenido de Cy N fluctud en las distintas horas del dia en cada una de las especies
(‘Es x Ho’, p<0,01) (Tabla A10). Los valores mds elevados de carbono total interno se
alcanzaron en C. tamariscifolia (i y s) y en L. variegata (s) (Fig. 19A). El contenido total de N
interno fue mayor en C. tamariscifolia (i y S) en las horas iniciales y finales del dias y en C
compressa (s) en horas iniciales y centrales del dia (Fig. 19B). L. variegata presenté valores mas
elevados de Cy N al inicio del ciclo disminuyendo posteriormente a lo largo del dia. La relacion
C:N revel6 que, de media, el contenido mas alto corresponde a C. tamariscifolia (i)(Fig. 19C).
También fue mayor en las especies procedentes de la zona intermareal que las recolectadas en

el submareal
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Figura 19. Porcentaje de carbono (A), nitrégeno (B) y relacion carbono-nitrégeno (C) en las distintas especies
intermareales y submareales a lo largo del dia. Ct= Cystoseira tamariscifolia, Cc=Cystoseira compressa,

Ca=Cystoseira abies-marina, Lv= Lobophora variegata; i= intermareal, s=submareal. Media * error estdndar.
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Discusion

La zonacidn eulitoral refleja los distintos patrones verticales de la distribucion de
organismos (Kim et al. 2008). Las especies de macroalgas intermareales y submareales
someras, las cuales estdn expuestas a alta irradiancia solar, tienen un gran potencial de
aclimatacién a la radiacion solar y UV a corto y medio plazo (Figueroa et al. 1997, Flores-Moya
et al. 1998, Altamirano et al. 2000 a,b). En general, las especies que crecen en la zona superior
del intermareal poseen mecanismos de resistencia al estrés por radiacion mas activos que las
macroalgas que crecen en niveles inferiores (Pérez-Rodriguez et al. 2001, Connan et al. 2004;
Han & Han, 2005; Abdala et al. 2006). Estos mecanismos se centran en la acumulacion de
polifenoles, los cuales son metabolitos fotoprotectores con capacidad filtradora y capacidad

antioxidante (Connan et al. 2004).

La alta irradiancia y la transparencia de las aguas de Canarias (Hader et al. 2001,
Piazena et al. 2002) sugieren que las macroalgas deben poseer mecanismos de fotoproteccion
para tolerar el estrés por radiacidon que especies de otras regiones biogeograficas con menor
irradiancia diaria integrada (LUning, 1990; Figueroa et al. 2009a). La fotoinhibicion es
propuesta como estrategia adaptativa a altas irradiancias (Hanelt 1998). Diversos estudios
muestran los efectos de la radiacién natural UV sobre el rendimiento fotosintético de las
macroalgas en ambientes con altas exposiciones ambientales y revelan que la fotoinhibicion
bajo alta radiacién solar depende bdsicamente de los cambios diarios en los niveles de
irradiancia, la posicién del alga en la costa, la atenuacién vertical de la luz, o la combinacién de

estos factores (Figueroa et al. 1997, Flores-Moya et al. 1998, Figueroa et al. 2009a).

El rendimiento maximo fotosintético y el ETR de las algas recolectadas en Lanzarote
han revelado que decrecen debido a la combinacién de la radiacion PAR y UV y a su
distribucién vertical en la costa. En el presente estudio, la fotoinhibicion en las distintas
especies fue mayor en las algas submareales recolectadas a 4 m de profundidad que en
especies intermareales, revelando un efecto negativo al incremento de la radiacién solar sobre
las algas aclimatadas a ambientes luminicos de menor irradiancia que las intermareales. Los
porcentajes de fotoinhibicion variaron entre el 28 y el 52% en las especies submareales. En
cambio, las algas intermareales registraron una reduccién de entre el 9 y 38%, revelando asi
una mejor aclimatacién de las algas someras a altas irradiancias. Hader et al. (2001), en un
estudio en las costas canarias, registrd para C. abies-marina en el intermareal un porcentaje de
fotoinhibicion del 15% desde la mafana a mediodia, recuperdndose por la tarde. Esto

concuerda con los niveles de fotoinhibiciéon encontrados en nuestro estudio para esa especie,
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donde la especie registré una disminucion del Fv/Fm del 9% en el intermareal y un 18-28% en
el submareal. Observamos diferencias en la fotoinhibicidon de las distintas especies en ambos
experimentos, revelando que durante el ciclo diario los niveles de fotoinhibicion fueron
menores que los observados durante el experimento de exposicidon-recuperacion. Los cambios
del Fv/Fm dependen, entre otros, de los cambios diarios de la irradiancia (Figueroa et al.
1997). Durante el ciclo diario, hubo mucha presencia de nubes, lo que ocasiond cambios
drasticos en la irradiancia durante el dia. Gao & Umezaki (1989) revelaron en su estudio con el
alga parda Sargassum thunbergii que la actividad fotosintética no disminuia en dias lluviosos o
muy nublados. En nuestro estudio, los menores niveles de fotoinhibicidn registrados durante
el ciclo diario parecen estar influenciadas por la fluctuacion de la irradiancia durante el periodo

experimental.

El porcentaje de fotoinhibicién (medido a través del % disminucion del Fv/Fm desde la
mafiana a mediodia) (Figueroa et al. 2002,2009a) aumento con el incremento de la radiacion
PAR y UV en ambos experimentos en todas las especies analizadas. Las especies que estan
aclimatadas a dosis mas bajas de radiacion muestran caidas drasticas en la actividad
fotosintética cuando son expuestas a condiciones de radiaciéon mas altas o extremas (Hader et
al. 1996). La habilidad de mostrar fotoinhibicién dindmica durante la exposicion a condiciones
de luz elevadas, ademas de la aclimatacion general de la fotosintesis bajos distintos regimenes
de luz, puede influenciar la distribucion vertical de las macroalgas (Lining, 1990; Hanelt, 1996;
Bischof et al. 1998, Hanelt et al. 2006). En nuestro estudio, los menores niveles de
fotoinhibicién y mayores porcentajes de recuperacion que mostraron las especies
intermareales revelan una mejor aclimatacidon a altas irradiancias, observandose en las
especies mas profundas menores porcentajes de recuperacion. Esto nos muestra que existe un
patrén de zonacidn restringido fisoldgicamente, donde las especies intermareales estan mejor
aclimatadas a exposiciones a altas irradiancias que las especies submareales. Figueroa et al.
(2009a) concluyé que la aclimatacién parece estar correlacionada con la zonacién en
profundidad de las especies, sugiriendo que las algas recolectadas en superficie exhiben
mecanismos de fotoproteccion mas eficientes. La variacion del ETR (medido a través de la
variacion del rendimiento efectivo) vuelve a revelar un patron de distribucidn vertical, donde
las especies mas someras son mas productivas que las especies mas profundas al ser expuestas
al incremento de radiacién solar. Los valores de ETRmax revelan mayor actividad fotosintética
en algas intermareales después de ser expuestas a altas irradiancias (al mediodia). En cambio,
las algas submareales mostraron mayor actividad por la mafiana, por lo que la exposicion a la

radiacion solar disminuyd ligeramente la actividad fotosintética de las algas submareales. La
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eficiencia fotosintética disminuyd en todas las algas a lo largo del dia, excepto para los
especimenes de C. tamariscifolia somera, la especie que ocupa el lugar elevado en la zona
intermareal. Estos especimenes mostraron un aumento de la eficiencia después de la
exposicidén solar, revelando mejores mecanismos adaptativos. En cambio, el aumento de
irradiancia de saturacion en la especie mas profunda (L. variegata), puso de relieve la peor
aclimatacidén a la exposicidn solar de esta especie mas escidfila. Asi, la fotoinhibicién dinamica
parece estar activa en las especies analizadas, siendo consistente con lo descrito en otras algas
sometidas a altas exposiciones (ej. Gao, 1990; Hanelt, 1992; Figueroa et al. 1997, Henley et al.

2001; Xu & Gao, 2007; Figueroa et al. 2009a).

Una vez los macréfitos absorben luz, tienden a liberar el exceso de energia a través de
mecanismos no fotoquimicos que relajan el estado de excitacidn de la clorofila y, sin causar
dafios, disipan el exceso de energia en forma de calor (Miiller et al. 2001). En este contexto,
complementario al cdlculo del rendimiento de la fotosintesis mediante fluorescencia, ha sido
propuesto recientemente el andlisis de estos mecanismos no fotoquimicos (Klughammer &
Schreiber, 2008). En nuestro estudio, nuevamente encontramos diferencias entre especies de
los medio inter- y submareal en términos del Y(NO) y Y(NPQ). En general, en las horas
centrales del dia, los valores de Y(NO) aumentan en todas las especies, aunque en mayor
medida en especies submareales, a costa de caidas en Y(NPQ). Esto puede explicar el dafio o la
no activacién del amortiguamiento no fotoquimico, particularmente debido al ciclo Ascorbasa-
Peroxidasa (Asada, 1999), el cual es responsable de la generacién del gradiente de pH
transtilacoidal después de la inactivacién del flujo de electrones. Durante el periodo de
recuperacion, los valores de Y(NO) disminuyen al aumentar los valores del rendimiento
efectivo (Yield (1)) y de Y(NPQ), este ultimo sobretodo en especies intermareales, indicando la
actividad de mecanismos fotoprotectores después de la exposicidon a irradiancias elevadas.
Estos mecanismos estdn altamente relacionados con el ciclo de las xantofilas (Demming-

Adams & Adams, 1996).

Rietchert & Damer (1986) han demostrado que las macroalgas pueden ajustar sus
niveles de pigmentos permitiendo a los organismos usar la disponibilidad de luz mas
eficientemente. Las distintas respuestas fotosintéticas al incremento de la irradiancia o a la
presencia de radiacién UV pueden estar relacionadas con propiedades bio-dpticas de las algas.
La concentracion de pigmentos y la composicidn y grosor del talo son factores que contribuyen
a la aclimatacién del alga en ambientes acudticos (Enriquez et al. 1995). La morfologia, el
grosor y la pigmentacion determinan fuertemente la capacidad de captacion de luz (Raven &

Kibler, 2002). En nuestro estudio, la media del contenido en pigmentos fue superior en
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especies submareales que en especies intermareales, revelando la adaptacidon a nivel
pigmentario de las algas con la profundidad, lo que coincide con lo encontrado en Laminaria
saccharina, donde la concentracién de pigmentos aumenta con la profundidad (Borum et al.
2002). A lo largo del ciclo diario, durante la exposicién a maximas irradiancias, el contenido en
pigmentos se reduce en horas de mediodia, indicando un ajuste a corto plazo en el contenido
en pigmentos debido a irradiancias elevadas, y mostrando asi la eficiencia de los mecanismos

de adaptacién de las especies de estudio.

Al analizar el contenido en carbono de las macroalgas estudiadas, vemos que éste
vario ligeramente entre especies intermareales y submareales, observdandose un ligero
aumento en las especies mas profundas. Después de los periodos de exposicidon no se
encontraron diferencias entre el contenido en carbono. El contenido en nitrégeno en especies
intermareales fue similar. En contraste, a lo largo del ciclo diario se observa una disminucion
con las especies mds profundas. Los ratios C:N muestran mayores valores en las especies
intermareales que en las especies submareales lo que indica un mayor peso del metabolismo
del carbono (mayor asimilacion respecto a la asimilacion de N comparado con algas
submareales). De acuerdo a la estequiometria, las algas submareales tienen un mejor
contenido nutricional por una acumulacion de N mayor como se ha observado en otras
especies (Duarte, 1992; Matanjun et al. 2009). Martinez & Rico (2008) observaron que la
macroalga roja Palmaria palmata crecida en aguas superficiales y por lo tanto aclimatada a
alta irradiancia solar presenta niveles mas alto de C y menor de N que las algas que creen a

mas profundidad (aclimatadas a sombra).

En las especies intermareales, junto con la fotoinhibicién dinamica, la fotoproteccidn
representa una eficiente adaptacion fisioldgica para tolerar irradiancias dafiinas cuando la
marea baja coincide con horas de mediodia (Abdala et al. 2006). Los florotaninos son
polimeros halogenados de floroglucinol que se acumulan frecuentemente en grandes
cantidades en algas pardas (Ragan & Glombitza, 1986). Los florotaninos tienen la funcién de
reducir la accidn de los herbivoros por bajada en la palatabilidad del talo, prevenir infecciones
bacterianas y proteger al alga de radiacién UV y la elevada radiacidon PAR. Abdala et al. (2006)
sugiere que el incremento de compuestos fendlicos sirve como mecanismo de fotoproteccion
en ecosistemas con irradiancias elevadas, similar al proceso de fotoinhibicion dinamica, y que
estos actuan absorbiendo los fotones incidentes o indirectamente como resultado de la
capacidad antioxidante. Las variaciones diarias en el contenido en fenoles han sido reportadas
por diversos autores. Pavia & Brock (2000) encontraron que el contenido en fenoles de

Ascophylum nodosum estd regulado por patrones de marea, incrementandose durante la
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marea baja. También se ha correlacionado con el aumento de la temperatura del aire en

Pelvetia canaliculata y Ascophyllum nodosum (Connan et al. 2007).

Las variaciones diarias en el contenido en fenoles se han observado en laminariales
como Macrocystis integrifolia con el incremento de la luz solar o la radiacion UV artificial
(Swanson & Druehl, 2002). En Cystoseira tamariscifolia, Abdala et al. (2006) observd
variaciones significativas diarias donde el contenido de fenoles disminuia alrededor de un 50%
por la mafiana, seguido de un pico a mediodia para terminar al final del dia con niveles altos.
Este estudio sugiere la relacidn entre la fotoregulacion por la produccion de fenoles y la
acumulacién de radiacion durante la exposiciéon. Abdala-Diaz (2001) observé que la evolucidn
diaria del contenido en fenoles de C. tamariscifolia estaba relacionado con los cambios en Ia
actividad de las fenolsulfatasas proponiendo un papel en la excrecion de fenoles: bajo
condiciones de estrés de radiacidn solar durante el verano, los fenoles son desulfatados y
excretados como moléculas libres en la pared celular mientras que la falta de condiciones
estresantes estas enzimas estan implicadas en la sulfatacion de los compuestos fendlicos. En
nuestro estudio, los mayores niveles de fenoles registrados en las especies mds someras o
intermareales hacen sugerir nuevamente un patrén de distribucidn vertical, donde las especies
mas profundas presentan niveles inferiores en el contenido en fenoles y la activacion de los
mecanismos fotoprotectores no se produce al menos en experimentos a corto plazo. Asi, las
mayores caidas de Fv/Fm (mayor fotoinhibicion) en las especies submareales se relacionan con
menor capacidad antioxidante de estas algas respecto a las del intermareal. La especie que
ocupa el lugar mas alto en el intermareal, C. tamariscifolia (i) registra los mayores valores de
contenido en fenoles, lo que concuerda con lo observado por otros autores, los cuales también
mostraron altos contenidos de fenoles para esta especie (Abdala et al. 2006, Zubia et al. 2009).
En general, todas las especies estudiadas presentan alto contenido en fenoles y la correlaciéon
positiva con la actividad antioxidante hace ver que estos compuestos actian como
mecanismos de fotoproteccion (Zubia et al. 2009). Esta correlacidon ha sido reportada para
Ascophylum nodosum y Sargasum muticum (Connan et al. 2006), Pelvetia canaliculata y
Bifurcaria bifurcata (Connan et al. 2007, Zubia et al. 2009) y Cystoseira tamariscifolia, Fucus
ceranoides y Halidrys siliquosa (Zubia et al. 2009). La baja actividad antioxidante de C.
compressa i y s, y la no correlacién de la especie mas profunda con el contenido en fenoles
hacen pensar que C. compressa sea mas vulnerable entre las distintas especies de Cystoseira,
habiéndose producido dafio en la sintesis de compuestos fotoprotectores o habiendo
aumentado la exudacion de compuestos fendlicos (Abdala-Diaz et al. 2001, Connan et al.

2007). Esto, unido a la alta fotoinhibicién encontrada para esta especie, la cual mostré la
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mayor fotoinhibicién de las especies intermareales y una de las mads altas en las especies

submareales, apoyan el daifo producido por la exposicion a elevadas radiaciones solares.

Tanto los valores de fotosintesis, como de pigmentos, compuestos fendlicos y
actividad antioxidante revelan una zonacion vertical para las distintas especies del género
Cystoseira que habitan en el intermareal rocoso de Canarias. Este estudio revela los
mecanismos de aclimatacién de las especies intermareales, y explica su localizacion en el
sistema costero, donde las especies con mecanismos mas activos, y por lo tanto mejor
aclimatadas, se sitdan en la zona mas elevada del intermareal. Las algas profundas, como C.
compressa y L. variegata revelaron mecanismos menos activos al ser expuestas a altas dosis de
radiacidn solar en experimentos a corto plazo, donde las mayores niveles de fotoinhibicidn

mostraron peor aclimatacidn de estas especies.
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Introduccion

La zona intermareal posee condiciones muy extremas, que condicionan la colonizacién
por diferentes especies, asi como su distribucidn espacial (Ramirez et al. 2005). En pocos
metros a lo largo de su eje vertical, las condiciones ambientales (temperatura, salinidad, oleaje
e irradiacién) varian desde un medio completamente acudtico hasta uno completamente
terrestre, originando gradientes muy acusados (Bertness, 1999; Harley & Helmuth, 2003). Los
factores fisico-quimicos determinan la estructura de las comunidades y los patrones espacio-
temporales en la distribucidn de las especies (Underwood, 1980; Benedetti-Cecchi et al. 2000).
El sistema intermareal es un habitat muy heterogéneo y fluctuante, donde la zonacién de los
organismos y las comunidades refleja los distintos patrones verticales y la capacidad de
aclimatacién a éstos (Lining, 1990; Davison & Pearson, 1996; Kim et al. 2008). Las especies
que habitan estos ambientes estan mejor adaptadas al estrés ambiental que especies que
habitan en habitats submareales (Araujo et al. 2006). En el sistema intermareal, se encuentra
un tipo de habitat muy singular: los charcos, piscinas o charcones, de diversa estructura,
composicion, tamafio y renovacidn de las masas de agua, lo que afecta de diversa forma las
fluctuaciones en temperatura y salinidad etc. (Astles, 1993; Martins et al. 2007). Estos habitats
proveen de refugio a gran variedad de organismos durante la marea baja (Underwood, 1980;
Underwood & Jernakoff, 1984) y al encontrarse continuamente sumergidos no padecen el
estrés por desecaciéon (Martins et al. 2007). Los organismos que habitan en los charcos
intermareales estdn también sujetos al estrés ambiental durante la marea baja (Ganning,
1971; Huggett & Griffiths, 1986), con grandes fluctuaciones, a corto plazo, en pardmetros
fisico-quimicos como la temperatura, salinidad, CO, y pH (Huggett & Griffiths, 1986). El tamafio
de los charcos y la tasa de renovacién del agua determinan la diversidad y la estructura de la
comunidad (Martins et al. 2007). Se ha reconocido que los charcos mas profundos y de zonas
expuestas al oleaje albergan mayor biodiversidad, y que el factor mas importante para
determinar la estructura de la comunidad es la profundidad (Martins et al. 2007). Los charcos
intermareales son, asi, excelentes sistemas para estudios de gradiente y aclimatacion de las
macroalgas al estrés ambiental en una escala espacio-temporal abordable en los siempre

complicados estudios medioambientales (Davison & Pearson, 1996).

La zonacidn vertical de las macroalgas esta relacionada con la habilidad de las especies
a resistir un gran estrés luminico (Hanelt, 1998). La distribucion en profundidad y la
consecuente estructura de la comunidad esta correlacionada con la sensibilidad de las algas a

resistir elevadas irradiancias PAR y radiacion UV, siendo las especies intermareales las que
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presentan mayores tasas de recuperacién respecto a algas de la zona submareal al ser
sometidas a cambios ambientales bruscos (Bischof et al. 1998, Van de Poll et al. 2001, Gomez
et al. 2004, Wiencke et al. 2006). En los ecosistemas acuaticos, el incremento de radiacion UVB
debido a la reduccion de ozono esta relacionado con dafos sobre el ADN, proteinas y lipidos
(Buma et al. 1995,1997, Bischof et al. 1998, Helbling et al. 2001) y el incremento de radicales
de O, (ROS) y la consecuente estimulacion de los sistemas antioxidantes (Bischof et al. 2006),
lo que provoca la disminucidn de la actividad de la RubisCo (Bischof et al. 2002), de la nitrato-
reductasa y anhidrasa carbénica (Flores-Moya et al. 1998, Gomez et al. 1998; Vinegla, 2000;
Figueroa & Vifiegla, 2001), dafian los pigmentos (Figueroa et al. 1997; Hader & Figueroa, 1997;
Aguilera et al. 2002), inhiben la fotosintesis (Figueroa et al. 1997, 2002) y el crecimiento de las

macroalgas (Altamirano et al. 2000a,b).

Las algas presentan diferente sensibilidad a la radiacion UV de acuerdo a su morfologia
y ciclo de vida (Dring et al. 1996, Altamirano et al. 2003a,b). Los mecanismos foto-protectores
para reparar el ADN estan mediados por la radiacion PAR y UV-A (Mitchell & Karentz, 1993), la
acumulacién de lipidos (Cockell & Knowland, 1999) y productos foto-protectores de radiacion
UV, como las micosporinas en algas rojas (Karsten et al. 1998, Korbee-Peinado et al.
2004,2005), y compuestos fendlicos en algas pardas (Pavia et al. 1997, Connan et al. 2004,
Abdala et al. 2006) y algunas algas verdes (Pérez-Rodriguez et al. 1998; Han & Han, 2005).
Gbémez & Huovinen (2011) mostraron que la zonacidn de las macroalgas en las costas de Chile
puede ser caracterizada por la absorcién de luz, la pigmentacion, los parametros
fotosintéticos, la fotoinhibicidn y la estructura de los talos. Hanelt (1998) demuestra también
gue la zonacién de macroalgas en el Mar del Norte se relaciona con la capacidad de disipacion
de energia y fotoinhibicidon dindmica. La radiacion UV reduce la tasa fotosintética (Helbling et
al. 2003), produce dafios en los componentes de la célula como el complejo proteina D1/D2
(Sass et al. 1997) y en el ADN (Buma et al. 2003), altera el intercambio de nutrientes (Faochot
et al. 2000), afecta al crecimiento (Villafafie et al. 2003) y composicién de acidos grasos (Goes
et al. 1994). Se conoce, no obstante, que la radiacién UV-A, en bajas dosis, mejora la fijacidn
de carbono (Barbieri et al. 2002), foto-repara el dafio sobre el ADN inducido por la UV-B (Buma
et al. 2003) y puede producir la fijacién fotosintética del carbono en ausencia de radiacién PAR
(Gao et al. 2007). La radiacion UV-B también puede estimular mecanismos de foto-reparacion
en macroalgas en regiones con alta dosis de radiacién solar, como el sur del Mediterrdneo

(Flores-Moya et al. 1998) o zonas tropicales (Hanelt & Roleda, 2009).
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Muchos de los mecanismos adaptativos y de sensibilidad a la radiacion UV dependen
de la disponibilidad de nutrientes (Shelly et al. 2002; Korbee et al. 2005; Villafafie, 2004,
Medina-Sanchez et al. 2006). La limitacion por nitrogeno no solo afecta la capacidad
fotosintética (Pérez-LLorens et al. 1996) y el contenido en proteinas (Vergara et al. 1995,
Henley et al. 2001), sino también a los mecanismos de fotoproteccion (Korbee-Peinado et al.
2004; Korbee et al. 2006; Huovinen et al. 2006). Diversos estudios corroboran que la limitacion
por nitrégeno reduce el tamafio de las células (Doucette & Harrison, 1990; Garcia-Pichel, 1994)

y la sensibilidad a la radiacion UV (Litchman et al. 2002, Korbee-Peinado et al. 2004).

La mayoria de las investigaciones que conectan la sensibilidad a la fotoinhibicidn con la
zonacion en profundidad se han llevado a cabo para diferentes especies de algas o distintos
grupos taxonomicos (Choo et al. 2005, Kim et al. 2008), siendo mas escasos aquellos que
estudian una misma especie de alga a distintas profundidades (Sagert et al. 1997, Bischof et al.
1998, Borum et al. 2002; Hanelt & Roleda, 2009). Diversos estudios sugieren patrones de
zonacion globales de macroalgas, donde los charcos localizados en la zona baja del intermareal
dominan las algas rojas y pardas, siendo en los charcos mas altos donde dominan las algas
verdes (Femino & Mathieson, 1980; Wolfe & Harlin, 1988; Kooistra et al. 1989, Araujo et al.
2006).

En el intermareal de la costa de las Islas Canarias, localizamos charcas o piscinas
intermareales, donde se encuentran en abundancia el alga parda C. humilis (Fucales,
Phaeophyceae) y el alga roja Digenea simplex (Ceramiales, Rhodophyceae), las cuales se
encuentran en charcos poco profundos del intermareal rocoso. Estas colonizan las paredes
rocosas de los charcos, desde la superficie hasta los 4 m de profundidad. Debido a esta
distribucién vertical, el objetivo de nuestro estudio fue evaluar el estado fisioldgico in situ y las
respuestas adaptativas de C. humilis y D. simplex a lo largo de un gradiente de profundidad en
una charca intermareal rocosa; partimos con la hipétesis de que las algas mds someras poseen

mecanismos de aclimatacion y foto-proteccion mas eficientes que algas mas profundas.
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Material y método
Descripcidn de las especies de estudio

Cystoseira humilis (Fucales, Phaeophyceae) y Digenea simplex (Ceramiales,
Rhodophyceae) son especies que crecen en charcos del eulitoral rocoso, medio e inferior, de
Canarias (Espino et al. 2006). C. humilis se encuentra frecuentemente cubriendo el fondo y
bordes de charcos protegidos de costas expuestas al oleaje (Engelen et al. 2008) y sus talos,
cespitosos y sin espinas, miden hasta unos 15 cm de longitud (Haroun et al. 2003). D. simplex
es una especie caracteristica de biotopos calmados y forma comunidades cespitosas, densas y
con alto grado de epifitismo, con talo erecto y cartilaginoso de hasta 10 cm de longitud. Ambas

macroalgas viven constantemente sumergidas (Haroun et al. 2003).
Area de estudio y disefio experimental

El experimento tuvo lugar en la costa suroeste de la isla de Lanzarote (Islas Canarias,
29° 9' N;13°25' W), en una charca intermareal rocosa situada en la localidad de La Mareta, en
Septiembre de 2010 (Fig. 1A). Las dimensiones de la charca eran, aproximadamente, de 6 m
ancho, 10 m largo y unos 5 m de profundidad (Fig. 1B). Se localizaron talos de las especies
intermareales Cystoseira humilis y Digenea simplex situados a distintas profundidades de la
charca intermareal (Fig. 1C, D). Se seleccionaron tres profundidades para cada macroalga; en el
caso de C. humilis, las profundidades fueron 0.05, 0.4 y 3.5 m, y en D. simplex 1, 2.5y 3.5 m,
correspondiendo a zona somera, media y profunda, respectivamente. Los especimenes de C.
humilis recolectados a 0.05 m corresponden a charcos mds pequefios, muy someros, que
alcanzan elevadas temperaturas y estan sometidos a mayor estrés ambiental. Se tomaron
medidas y muestras para el andlisis de los distintos parametros y compuestos por la mafiana

(11h) y a mediodia (13h).
Mediciones de luz y temperatura

La radiacion solar incidente fue medida usando un sensor plano con correccién de
coseno (Licor, Li 189) conectado a un radiémetro (Licor, Li-250) y la radiacidon UV a través de un
sensor de irradiancia hiper-espectral UVA/UVB (Ramses, TrioS GmbH, Oldenburg, Alemania) a

profundidades comprendidas entre 0 my 5 m.

El coeficiente de atenuacién vertical de la luz (Kd) fue determinado usando la formula (Kirk,

1994):
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Kd =In [Ed ;2 / Ed @2)] * (21-22)"*

donde, Ed (z1) y Ed () corresponde a la irradiancia a las profundidades z1 y z2. La dependencia
logaritmica de la atenuacion de la luz en las profundidades en el agua fue calculada a través de
regresiones no lineales sobre el perfil de profundidad de la charca intermareal. Los valores de

Kd fueron calculados para todo el rango PAR y UV.

La temperatura fue medida en continuo, cada 5 min, a través de termdémetros sumergibles

Hobos U22 (Onset computer corporation, Bourne, USA) en cada profundidad.

Figura 1. (A) Localizacidon geografica del area de estudio, La Mareta, Lanzarote. (B) Fotografia de la charca
intermareal rocosa de estudio. (C) Detalle de zonacién en profundidad de Cystoseira humilis y Digenea simplex. (D)

Detalle de las comunidades de algas de C. humilis y D. simplex.
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Andlisis fotosintéticos

La fluorescencia in vivo de la clorofila asociada al PSIl fue determinado usando el
fluorimetro Diving-PAM (Walz GmbH, Alemania) (n=8). Con los centros de reaccion totalmente
relajados (oxidados o abiertos), estado adaptado a la oscuridad, se obtuvieron los valores
minimos (Fo) y tras un pulso de saturacién de luz actinica (2350 umol fotones m?s™, 0.8 s) se
obtuvo el valor maximo de fluorescencia (Fm). El rendimiento 6ptimo Fv/Fm (sin dimension) se
describe como la eficiencia mdxima fotoquimica de transferencia de energia a los centros de
reaccion del PSll, siendo Fv=Fm-Fo (Maxwell & Johnson, 2000). En muestras iluminadas no
adaptadas a la oscuridad, donde parte de los centros de reaccién estan reducidos, se
obtuvieron los valores instantaneos (F) y F'm después del pulso de saturacién de luz actinica. El
rendimiento efectivo, AF/F'm queda definido como (F'm-F)/F'm. Las curvas de luz rapidas
(RLCs) fueron medidas usando la funcién de curvas de luz del Diving-PAM. La luz actinica fue
incrementandose cada 20 s exponiendo a la muestra a 9 irradiancias en aumento, desde 85 a
1748 pmol fotones m™s™. Las curvas de luz fueron construidas calculando el ETR directo del

PSIl para cada nivel de luz actinica:
ETR = (AF/F'm) *E* A* Fll

donde AF/F'm es el rendimiento efectivo, E la irradiancia luz actinica en cada punto de la curva
expresada en pmol fotones m~? s A laabsortancia o fraccién de luz absorbida, y Fy, la fraccion
de clorofila asociada al PSlI, siendo en algas pardas de 0,8 y en algas rojas 0,15 (Grimzki et al.
1997). La absortancia A = 1- (E;/Eo) fue calculada a partir de la luz transmitida a través de una
pieza de cada especie (E;) colocada sobre un sensor PAR con correccién de coseno (Licor, Li 189
conectado a radiémetro Licor, Li-250), y la irradiancia incidente (E,) en ausencia de la pieza de
alga. La absortancia media obtenida fue de 0,85 + 0,02 para C. humilis y 0,72 + 0,05 para D.

simplex.

Las curvas de luz fueron ajustadas segun el modelo de Jasby y Platt (1976) y de Platt y
Gallegos (1980), en casos donde se produjera fotoinhibicién, para obtener los valores de

eficiencia (cerg), irradiancia de saturacion (Ek) y ETR maximo (ETRmay)-
Amortiguamiento no fotoquimico

Y(NO), refleja la fraccidén de energia que es disipada pasivamente en forma de calor y
fluorescencia, debido al bloqueo de los centros de reaccion del PSIl, calculado como

(Klughammer & Schreiber, 2008): Y(NO)=F/Fm
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Y(NPQ), corresponde a la fraccién de energia disipada en forma de calor regulada por
mecanismos foto-protectores no fotoquimicos (Klughammer & Schreiber, 2008) y fue

calculado como: Y(NPQ)=F/F'm - Y (NO)

Pigmentos fotosintéticos, compuestos foto-protectores, actividad antioxidante y contenido en

G N.

Los pigmentos fotosintéticos clorofila a (Chl a) en las dos especies, clorofila ¢ (Chl ¢) en
C. humilis y clorofila d en D. simplex y el contenido en carotenos en las dos especies fueron
determinados espectrofotométricamente. Los andlisis se realizaron mediante extraccién de
pigmentos de las algas (20 mg peso fresco), usando como solucién extractora 1 ml de acetona
al 90% saturada de hidroxido de carbonato de magnesio (C4Mg;01;) y manteniendo en
oscuridad 12h a 4°C. Después de centrifugar a 4000 rpm durante 20 min, cada sobrenadante
fue usado para medir los pigmentos mediante escaneo desde 480 a 750 nm. La concentracion
de clorofila y carotenos fue calculada segun Ritchie (2006, 2008). El contenido en pigmentos

fue expresado en mg g™ PS.

Los compuestos fendlicos, compuestos foto-protectores producido principalmente por
las algas pardas, fueron extraidos en C. humilis (0,25 g PS, n=3) a 4°C en metanol al 80%
mediante maceracién en un mortero empleando arena de mar. Se incubé durante la noche en
tubos de centrifuga con 2.5 ml de metanol al 80%. La mezcla fue centrifugada a 4000 rpm
durante 30 minutos a 4°C y se recogio el sobrenadante (Sigma 2-16PK, Gottingen, Alemania).
Los compuestos fendlicos totales, expresados en mg g* PS, fueron determinados usando
floroglucinol como estandar, siguiendo el método de Folin-Ciocalteu (Folin & Ciocalteu, 1927).
La reaccidon se completd después de 120 minutos en oscuridad a 4°Cy se leyd la absorbancia a
760 nm mediante un espectrofotémetro (Thermo Scientific Evolution 201, UV-Visible, Shangai,

China).

El contenido en aminodcidos tipo micosporinas, fotoprotector comun en algas rojas,
de D. simplex (10-20 g PS, n=3) se determind de acuerdo a Korbee-Peinado et al. (2004). En un
bafio a 45°C en 1 ml de metanol al 20% se extrajo durante 2 horas. Se centrifugd a 5000 g
durante 5 minutos y se tomaron 600 pL de sobrenadante, llevandolo a sequedad mediante
roto-evaporacion y re-suspendido posteriormente en 600 uL de metanol 100%. La muestra es
filtrada por un filtro de membrana de 0.2 um y analizada mediante cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC) (Waters 600). La fase movil fue 2.5% de metanol acuoso mas 0.1% de

acido acético en agua, en flujo isocratico de 0.5 ml min™. Se inyecté un volumen de muestras
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de 10 pL en una columna cromatografica C8 (5-um, 250x4 mm; Sphereclone; Phenomenex,
Germany). Se empled un detector UV y visible (Waters Photodiode Array Detector 996)
haciendo un barrido entre 290 y 400 nm, tomando datos cada segundo para cada longitud de
onda en ese rango seleccionado. Se compararon los picos y los tiempos de retencién con
varios estandares (Mastocarpus stellatus, Bostrychia scorpioides, Porphyra yezoensis vy
Plectropomus leopardus). Se cuantificd siguiendo coeficientes de extincion ya publicados

(Takano et al. 1978a, b; Tsujino et al. 1980; Dunlap et al. 1986; Gleason 1993).

La actividad antioxidante fue medida en muestras de C. humilis a través del radical
libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrasyl) por triplicado, segin Blois (1958). Rapidamente, se
tomaron 150 plL del extracto metandlico y se mezclaron con 1,5 ml de metanol al 90% y 150 pL
de solucién de DPPH preparada diariamente a 1,27 nM. La reaccion fue completada después
de 30 min en oscuridad a temperatura ambiente, y medida la absorbancia a 517 nm. Los
valores de concentracion de DPPH (uM) fue calculada a través de concentracion del extracto
de alga (mg PS/ml) con el fin de obtener el valor de ECs, (indice de oxidacién) el cual
representa la concentracion de extracto(mg/ml) que se requiere para reducir al 50% el DPPH.

Se usd acido ascdrbico como control positivo.

El contenido total en C y N fue determinado mediante combustién usando un

analizador elemental CNHS LECO-932 (Michigan, USA), lo que permitié obtener el ratio C:N.
Andlisis estadistico

Las diferencias en la actividad fotosintética y respuestas bioquimicas a lo largo del
gradiente de profundidad se contrasté a través de un ANOVA de 2 vias, separadamente para
cada especie, incluyendo ‘estratos’ (factor fijo con 3 niveles: somero, medio y profundo) y
‘horas’ (factor aleatorio con dos niveles: 11h y 13h). Se usé el test de Cochran para contrastar
la homogeneidad de varianzas (Underwood, 1997), realizandose transformaciones para
obtener homogeneidad de varianzas cuando fue necesario. En el caso en el que no se obtuvo
varianzas homogéneas, se ajusté el nivel de confianza al 99% (a = 0.01). La significancia de los
F-ratios se contrastd mediante 4999 permutaciones de los datos a través del software
PERMANOVA, utilizando la distancia euclidiana como medida de disimilitud. Cuando fue
apropiado, se ejecutaron test a pares (a posteriori) mediante 4999 permutaciones. Los
resultados obtenidos en los ANOVAs se muestran en las tablas del anexo estadistico (tablas

A12-A18).
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Resultados
Parametros abidticos

Los datos de temperatura del agua nos revelan que la mayor temperatura se localizd
en la zona mas somera, seguido de la media y por ultimo, la profunda. Las temperaturas
medias por la mafiana (11h) fueron de 26,5°C en la zona somera, seguido de 24,3°C en la zona
intermedia y de 23,8°C la profunda. A mediodia, los valores se incrementan, alcanzando

30,4°C, 25,1°Cy 24,1°C respectivamente (Fig. 2).

La penetracidon de la radiacion PAR y UV fue muy alta en Lanzarote durante el
experimento, siendo lo esperado para aguas costeras muy claras (Fig. 3). (Tipo | en la
clasificacién de Jerlov). El coeficiente de atenuacién vertical decrece cuando aumenta la
longitud de onda, con coeficientes mas bajos en PAR y mas altos en UV-B2 (Tabla I). Los
valores de Kd para la radiacidon PAR fueron entre 3,5 y 2,2 veces mads bajos que los registrados

para UV-B y UV-A respectivamente.
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Figura 2. Registro de temperaturas obtenidas en (A) estrato somero, (B) estrato medio y (C) estrato profundo de la

charca intermareal de estudio.

Tabla I. Coeficiente de atenuacion de radiacién incidente (m™) de PAR (400 a 700nm), UV-A (320-400nm) y UV-B1
(320-280nm) y UV-B2 (315-280nm) en la charca intermareal rocosa durante el estudio, Septiembre 2010. Media +

error estandar

Kd (m™)
PAR 0,14 £ 0,008
UV-A 0,325 + 0,005
UV-B 1 0,486 + 0,01
UV-B 2 0,5+0,03
[ 115 }
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Figura 3. (A) Irradiancia fotosintética activa (PAR), (B) radiacion UV-A y (C) radiacidn UV-B integrada en longitud de

onda 315nm (e) y 320nm ( 1) a lo largo de la profundidad del charco de estudio. Media + error estandar.

Actividad fotosintética

El rendimiento dptimo y efectivo de C. humilis y D. simplex varidé entre los distintos
estratos de profundidad segun la hora del dia (‘Es x Ho’, p<0,001) (Tablas A12,A15). C. humilis
mostré diferencias significativas en el rendimiento éptimo entre los distintos estratos, tanto en
la manana (11h) como a mediodia (13h) (test a posteriori, p<0,01), donde los mayores valores
se registraron en el estrato profundo, seguido del estrato somero y alcanzado los valores mas
bajos en el estrato medio (Fig. 4A). D. simplex mostré diferencias entre los estratos de
profundidad a las 11h, donde el estrato somero y profundo mostraron valores mas altos (test a
posteriori, p>0,05) respecto al estrato medio. En cambio, a las 13h no se observan diferencias
significativas entre los distintos estratos (test a posteriori, p>0,05). En general, ambas especies
mostraron mayores rendimientos fotosintéticos a las 11h que a las 13h (Fig. 4). Ejemplares de
C. humilis de mayor profundidad presenta mayor fotoinhibicidn, mientras que las algas de la
zona somera no presentan fotoinhibicién, sino un aumento del rendimiento dptimo (Fig. 4A,
tabla Il). D. simplex somera presentan mayor fotoinhibicidon, siendo menor en la zona

profunda, no observando fotoinhibicién en la zona media (Fig. 4B, tabla Il).
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Figura 4. Rendimiento fotosintético dptimo en (A) C. humilis y (B) D. simplex a las 11h y 13h (barra negra y gris,
respectivamente). Media + error estandar. Distintas letras minusculas sobre las barras denotan diferencias
significativas (test a posteriori) entre los distintos estratos en la mafiana (11h), mientras que distintas letras

mayusculas reflejan diferencias significativas a mediodia (13h) entre los distintos estratos de profundidad.

Tabla Il. Porcentaje de fotoinhibicién de C. humilis y D. simplex, expresado como media de la disminucion del
rendimiento optimo desde la mafiana (11h) al mediodia (13h) (Fv/Fmyq.00—FV/FM13.00/FV/FM11.00)*100 en los
distintos estratos (somero, medio y profundo). (*) En el caso de C. humilis procedente del estrato somero, no se

observo fotoinhibicidn, representando el incremento de los valores de Fv/Fm desde las 11 a las 13h.

% fotoinhibicion

C. humilis D. simplex

somero 2,7 (*)+0,01 20,9 £ 0,08
medio 4,3+0,02 1,5+0,02

profundo 6,8+ 0,03 13,6 £ 0,05

La capacidad fotosintética (ETR) de ambas especies varié entre los diferentes estratos
de las 11 a las 13 horas (‘Es x Ho’, p<0,001) (Tablas A12,A15). C. humilis no mostrd diferencias
a las 11h entre el estrato somero y medio, aunque en el estrato profundo se registré una
menor capacidad fotosintética (test a posteriori p<0,01) (Fig. 5A). A mediodia (13h), se observo
una mayor capacidad fotosintética en la zona somera, disminuyendo en profundidad (test a

posteriori, p<0,01) (Fig. 5.A). D. simplex no mostré diferencias significativas entre estratos por
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la mafiana (11h), mientras que a mediodia (13h) se observé un mayor rendimiento en la zona
somera y media, respecto a ejemplares de la zona profunda (test a posteriori, p<0,01) (Fig. 5B).
La variacion de la capacidad fotosintética en C. humilis desde las 11h hasta las 13h reveld
mayores porcentajes de variacién en el estrato profundo, seguido del estrato medio y
alcanzando menores porcentajes en el estrato somero (Tabla Ill). En cambio, D. simplex mostré
mayores porcentajes de variacion del ETR desde las 11h hasta las 13h en la zona somera,

seguido de la zona profunda y media (Tabla Ill).
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Figura 5. Capacidad fotosintética (ETR), obtenida a partir de los valores del rendimiento efectivo (AF/F'm) para (A) C.
humilis y (B) D. simplex en los distintos estratos (somero, medio y profundo). Media + error estandar. Distintas
letras minusculas sobre las barras denotan diferencias significativas (test a posteriori) entre los distintos estratos en
la mafiana (11h), mientras que distintas letras mayusculas reflejan diferencias significativas a mediodia (13h) entre

los distintos estratos de profundidad.

Tabla Ill. Capacidad fotosintética medida como variacidén del ETR (obtenida a partir de la variacion del rendimiento
efectivo: AF/F'm) desde las 11:00 h a 13:00 h (ETR11.00-ETR13:00/ETR11.00)¥100 expresado en porcentaje para C.

humilis y D. simplex en los distintos estratos (somero, medio y profundo).

% ETR

C. humilis  D. simplex

somero 12,2+0,03 27,9+0,03
medio 22,7+0,02 1,8+0,02

profundo 33,1+0,01 3,1+0,02
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El amortiguamiento no fotoquimico (Y(NO) y Y(NPQ)) fueron diferentes entre C.
humilis y D. simplex. La variacidon de los valores de Y(NO) entre los distintos estratos de
profundidad en la mafiana y a mediodia no fueron significativas para C. humilis (‘Es x Ho’,
p>0,05) (Tabla A12), aunque si localizamos variaciones a nivel de efectos principales (‘Ho’,
p<0,01), revelando mayores valores de Y(NO) a las 11h, disminuyendo en todos los estratos a
las 13h (Fig. 6A,B). En D. simplex, no se observaron variaciones entre los diferentes estratos

por la mafana (11h) y mediodia (13h) (test a posteriori, p>0,01, tabla A15) (Fig. 7A,B).
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Figura 6. Rendimientos efectivos y no fotoquimicos: Y(NO), en barras gris claro, Y(NPQ), en barras gris oscuro, y
rendimiento efectivo (AF/F'm), en barras negras, para C. humilis en los distintos estratos de profundidad

(somero=0.05m, medio=0.4m y profundo=4m). (A)=11:00h y (B)=13:00h.
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Figura 7. Rendimientos efectivos y no fotoquimicos: Y(NO), en barras gris claro, Y(NPQ), en barras gris oscuro y
rendimiento efectivo (AF/F'm), en barras negras, para D. simplex en los distintos estratos de profundidad

(somero=0.05m, medio=0.4m y profundo=4m). (A)=11:00h y (B)=13:00h.

Los valores de Y(NPQ) registrados para C. humilis revelaron diferencias entre los
estratos de profundidad de las 11 a las 13 horas (‘Es x Ho’, p<0,05) (Tabla A12). A las 11h, no se
observaron diferencias significativas entre los diferentes estratos (test a posteriori p>0,05) (Fig.
6A). En cambio, a las 13h se observé un aumento del Y(NPQ) en todas las profundidades,
siendo mayor para los ejemplares del estrato medio, seguido del profundo y menor en el
somero (test a posteriori, p<0,05), mientras que no se observaron diferencias con el estrato
profundo (Fig. 6B). Los valores de Y(NPQ) para D. simplex no mostraron diferencias
significativas entre los estratos de profundidad y las horas de medida (‘Es x Ho’; ‘Es’; ‘Ho’

p>0,05, tabla A15) (Fig. 7A,B).

Los parametros fotosintéticos (obtenidos en las curvas ETR) no mostraron un cambio
en el patrdn de diferencias entre estratos de las 11 a las 13h para ambas macroalgas (‘Es x Ho’,
p>0,05) (Tablas A13,A16), excepto para los valores de eficiencia fotosintética (agrs), los cuales
mostraron un cambio de patron (‘Es x Ho’, p<0,05) (Tabla A13,A16). Los valores de ETR . NO
experimentaron apenas variacion, excepto para C. humilis de la zona somera, donde aumenté
de la mafiana al mediodia (Tabla IV). La eficiencia fotosintética (crr) de C. humilis no mostré

diferencias significativas entre los estratos somero y medio a las 11h (test a posteriori, p>0,05),
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aunque en el estrato profundo or fue mayor (test a posteriori, p<0,05) (Tabla IV). A mediodia,
se obtuvieron diferencias significativas entre los distintos estratos de profundidad; los
ejemplares de la zona somera y profunda registraron mayores valores de g que los
ejemplares de la zona media (Tabla IV). Para D. simplex, observamos que la eficiencia
fotosintética a las 11h en la zona somera fue mayor que en la zona media y profunda (Tabla
IV). A las 13h, no se observaron diferencias significativas entre los distintos estratos de
profundidad (test a posteriori, p>0,05). La irradiancia de saturacion (E,) no mostré cambios
entre los diferentes estratos de las 11 a las 13 horas, tanto para C. humilis como para D.
simplex (‘Es x Ho’, p>0,05). Se observaron diferencias, a nivel de efectos principales, para C.
humilis (‘Es’, p<0,05), revelando diferencias entre la zona somera, media y profunda,

tendiendo a disminuir con la profundidad.

Tabla IV. Parametros fotosintéticos obtenidos a través de ajustes de las curvas ETR vs irradiancia para C. humilis y D.

simplex en las distintas horas de medida (11 y 13h) y estratos de profundidad. Media + error estandar.

11h 13h

Alga (estrato) ETR ox Qerr Ey ETR 0x Q1R E;

C. humilis
somera 48,11+4,25 0,29+0,01° 205,87+47,74 75,65¢6,12  0,40+0,00” 188,68+16,54
media 33,78+1,95 0,29+0,03° 117,08+15,39 32,49+2,53  0,28+0,01° 118,44+7,91
profunda 38,17+6,51 0,39+0,01 b 95,55+14,34  38,41+4,26  0,41+0,01"° 91,53+8,41

D. simplex
somera 9,73+1,06 0,05+0,00° 201,31+24,99  9,33+2,25 0,03+0,00" 281,08+56,72
media 8,13+0,36 0,03+0,00” 270,87+12,15  6,61+0,80  0,03+0,00" 220,00+26,86
profunda 7,40+0,16 0,03+0,00°  246,53+548  8,14+1,37  0,03+0,00" 271,40+45,84

Pigmentos fotosintéticos, compuestos foto-protectores, actividad antioxidante y contenido en

C N.

En general, se observé un aumento en el contenido en pigmentos con la profundidad
para ambas macroalgas y cuya tendencia se mantiene a lo largo del dia (Fig. 8,9). No obstante,
el contenido en pigmentos de C. humilis no mostré diferencias significativas entre estratos de
las 11 a 13 horas (‘Es x Ho’, p >0,05) (Tabla A14). Para D. simplex, el contenido en pigmentos

vario entre los distintos estratos de las 11 a las 13 horas (‘Es x Ho’, p<0,05) (Tabla A17). A las

121

——
| —



Capitulo 4 Aclimatacion y fotoproteccion en distintos niveles batimétricos

11h, tanto el contenido en Chl a como en carotenos mostraron un aumento con la
profundidad, registrdndose los valores mas bajos en el estrato somero y los mayores en el
estrato profundo (test a posteriori, p<0,05). En cambio, el contenido en Chl d a las 11h fue
mayor en el estrato medio, seguido del estrato somero y registrando los valores mas bajas en
el estrato profundo (test a posteriori, p<0,05). A las 13h, el contenido en pigmentos para D.
simplex no revelé diferencias entre los distintos estratos de profundidad (test a posteriori,

p>0,05) (Fig. 9).
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Figura 8. Contenido de clorofila a (A), clorofila ¢ (B) y carotenos (C) en C. humilis en los distintos estratos de
profundidad a las 11 y 13 horas (barra negra y gris respectivamente). Media * error estandar. Distintas letras
minusculas sobre las barras denotan diferencias significativas (test a posteriori) entre los distintos estratos en la
mafiana (11h), mientras que distintas letras mayusculas reflejan las diferencias significativas a mediodia (13h) entre

los distintos estratos de profundidad.
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Figura 9. Contenido en clorofila a (A), clorofila d (B) y carotenos (C) para D. simplex en los distintos estratos de
profundidad a las 11 y 13 horas (barra negra y gris respectivamente). Media * error estandar. Distintas letras
minusculas sobre las barras denotan diferencias significativas (test a posteriori) entre los distintos estratos en la

mafiana (11h), mientras que distintas letras mayusculas reflejan las diferencias significativas a mediodia (13h) entre

los distintos estratos de profundidad.
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La concentracion de compuestos fendlicos de C. humilis varié a lo largo del dia entre
los distintos estratos de profundidad (‘Es x Ho’, p< 0,01) (Tabla A14). A las 11h, la
concentracién de fenoles en el estrato somero fue mayor que en los estratos medio y
profundo (test a posteriori, p<0,01). En cambio, a las 13h, la concentracion de fenoles fue
similar en los estratos somero y medio, y mayores que los del estrato profundo (test a

posteriori, p<0,01) (Fig. 10A).
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Figura 10. Contenido en fenoles totales (A) y actividad antioxidante medida a través del ECsy (B) para C. humilis en
los distintos estratos a las 11 h y 13h (barra negra y gris, respectivamente). Media * error estandar. Distintas letras
minusculas sobre las barras denotan diferencias significativas (test a posteriori) entre los distintos estratos en la
mafana (11h), mientras que distintas letras mayusculas reflejan las diferencias significativas a mediodia (13h) entre

los distintos estratos de profundidad.

La actividad antioxidante de C. humilis fue diferente entre los estratos de profundidad
segln la hora de medida (‘Es x Ho’, p<0,01) (Tabla A14). Al igual que con el contenido en
fenoles, la actividad antioxidante reveld las mismas diferencias entre estratos, donde a las 11h
los ejemplares del estrato somero y profundo presentan alta capacidad antioxidante, lo que
contrasta con los altos valores de ECsq obtenidos en el estrato medio, el cual revela peor
actividad antioxidante. A las 13h, la actividad del estrato somero se mantiene alta, en el
estrato medio la capacidad antioxidante aumenta con respecto a las 11h, mientras que en el
estrato profundo disminuye (Fig. 10B). Se obtuvieron correlaciones positivas entre la
concentracidon de fenoles y la actividad antioxidante (1/ECs) para C. humilis en los tres estratos

(p<0,03) (Fig. 11).
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Figura 11. Correlacién entre el contenido en fenoles y la actividad antioxidante (1/ECso) en extractos de C. humilis

en los estratos (A) somero, (B) medio y (C) profundo.

D. simplex registré diferencias en la concentracién de aminodcidos tipo micosporinas
entre estratos que variaron segun la hora de medida (‘Es x Ho’, p<0,05) (Tabla A18). A las 11
horas, algas procedentes del estrato somero y medio mostraron valores mayores respecto al
estrato profundo. En cambio, a las 13h, la concentracién de MAAs fue mayor en el estrato
somero, disminuyendo en los ejemplares mas profundos. También se obtuvieron valores mas
elevados a las 13h que a las 11h (Fig. 12). El aminodacido tipo micosporina (MAAs) dominante
en D. simplex en el estrato somero, por la mafiana, fue Shinorina, seguido de Palythine y
Micosporina-2 glicina. Al mediodia, la concentracion de Micosporina-2 glicina iguala al
porcentaje de Shinorina. En los especimenes someros, ademas, aparece Asterina-330, un
aminodacido que no se encuentra en los especimenes recolectados en las zonas medias y

profundas (Tabla V).
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Los MAAs dominantes en D. simplex recolectado en la zona intermedia en la mafiana
fueron Palythine y Micosporina-2-glicina. Al mediodia, en cambio, la concentracién de
Shinorina aumenta alcanzando los mismos niveles que Micosporina-2 glicina. Finalmente, los
especimenes recolectados en aguas mas profundas por la mafana presentan como MAAs
dominates, al igual que los de zonas intermedias, a Palythine y Micosporina-2 glicina. Al

mediodia las concentraciones de los distintos MAAs se mantienen respecto a los de la mafiana.

(Tabla V)

MAAs (mg g'1 PS)
N

C
| ’l‘
0 T T i T

somero medio profundo

Profundidad

Figura 12. Concentracion de aminodcidos tipo micosporinas, expresadas en mg g’l PS, en D. simplex a las 11h y 13h
(barra negra y gris, respectivamente) en los distintos estratos de profundidad. Media + error estandar. Distintas
letras minusculas sobre las barras denotan diferencias significativas (test a posteriori) entre los distintos estratos en

la mafiana (11h), mientras que distintas letras mayusculas reflejan las diferencias significativas a mediodia (13h)

entre los distintos estratos de profundidad.
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Tabla V. Aminoacidos tipo micosporinas (MAAs) en D. simplex procedente de las distintas profundidades del charco

intermareal. Media + error estandar.

Localizacion % Shinorina % Porphyra- % Palythine % Asterina- %MA_A- 2
334 330 glicina
Somera 0,5m
11:00 40,48 +5,80 ° 17,96 2,55 ° 27,55+ 3,31° 3,45+ 0,37 ° 11,55+ 2,67 °
13:00 33,1+3,51" 7,53+ 1,52 " 25,72 #1,63"  2,51+0,98" 31,17 #2,11*
Media 1,5m
11:00 14,66 0,8 ° 14,40 1,18 ° 36,25 1,46 ° - 34,78 £2,20°
13:00 37,81+3,97"  8,52+0,89" 16,27 +2,52 - 37,40+ 4,61"
Profunda 3,5 m
11:00 23,43+1,05°  13,36+2,09°  32,18+2,85° - 31,06 3,20 °
13:00 22,95 43,5 ¢ 13,59 +2,27"  29,28+3,0* - 34,18 +3,16 "

La porcentaje de C y N de las distintas especies varié entre los distintos estratos de
profundidad de las 11h a las 13h (‘Es x Ho’, p<0,01) (Tablas A13,A16). Para C. humilis, el % C
disminuyd con la profundidad a las 11h, con valores altos en el estrato somero y menores en el
estrato profundo, mientras que a las 13h fue mds bajo en el estrato profundo y somero, y
mayor en el estrato medio (Tabla VI). Para D. simplex, el % C disminuyé con la profundidad a
las 11h, no mostrando variaciones entre el estrato somero y medio, aunque si un aumento en
el estrato profundo. En cambio, a las 13h se observé un aumento con la profundidad, donde el
estrato somero y medio mostraron valores mds bajos que el estrato profundo, donde se
obtuvieron mayores % de C (Tabla VI). El % N de C. humilis a las 11h fue diferentes entre
estratos, revelando el valor mas alto en el estrato medio, seguido del estrato somero y valores
mas bajos en el estrato profundo. En cambio, a las 13h el % N disminuyé con la profundidad,
con valores mas elevados en el estrato somero y menores en el estrato medio y profundo.
Para D. simplex, el contenido en nitrégeno a las 11h fue mayor en el estrato somero y menor

en el estrato medio y profundo. En cambio, a las 13h, el % N disminuyé con la profundidad,
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donde el estrato somero mostré los valores mads elevados y el estrato profundo los mas bajos

(Tabla V1).

La relacion C:N reveld que, de media, el contenido mas alto corresponde a la especie
de alga parda C. humilis, obteniendo menores contenidos en D. simplex. Las algas recolectadas
a mayor profundidad presentan mayor ratio C:N que las algas mas mds someras. A las 11h, C.
humilis mostrd valores mds elevados en el estrato somero y profundo que en el estrato medio,
donde se registrd el valor mas bajo. En cambio, a las 13h el estrato somero mostrd valores mas
bajos que el estrato medio y profundo (test a posteriori, p>0,05) (Fig. 13A). D. simplex, en
cambio, no mostro variaciones significativas entre los diferentes estratos por la mafiana (11h),
mientras que a mediodia (13h) el alto contenido de ratio C:N de la zona profunda difiere

significativamente de los ejemplares de la zona somera y media (test a posteriori, p<0,01) (Fig.
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Figura 13. Ratios C:N para (A) C. humilis y (B) D. simplex procedentes de distintos estratos de profundidad a las 11h
y 13h (barra negra y gris, respectivamente). Media * error estandar. Las letras minusculas sobre las barras denotan
diferencias significativas (test a posteriori) entre los distintos estratos en la mafiana (11h), mientras que las letras

mayusculas reflejan las diferencias significativas a mediodia (13h) entre los distintos estratos de profundidad.
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Tabla VI. Contenido en carbono y nitrégeno en las muestras de C. humilis y D. simplex en los diferentes estratos de

profundidad (somero, medio y profundo) a las 11h y 13h. Media * error estandar.

C. humilis 11h 13h 11h 13h

A

somero 33+0,15° 32,825+0,09” 0,7375+0,01° 0,6525 + 0,01
medio  31,425+0,01° 33,99+0,13° 1,252+0,02° 0,548 +0,05°
profundo  30,45+0,10° 32,525+0,07°° 0,667+0,01° 0,545+ 0,01

D. simplex
somero  32,695+0,28° 33,68+0,02" 1,093+0,01° 1,5215% 0,10
medio  32,325+0,17° 33,27+0,52" 1,023+0,01° 1,2155+0,14°
profundo  31,905+0,03° 3427+0,11% 1,039+0,06° 0,637+0,01°

A

Discusion

Las charcas intermareales rocosas son habitats donde los organismos experimentan
condiciones mas extremas que las algas del sistema submareal (Araujo et al. 2006). Las algas
permanecen sumergidas durante todo el ciclo de marea y no estan sujetos a los periodos
ciclicos de emersion y desecacion, pero experimentan rangos mas extremos de temperatura,
salinidad y pH (Metaxas & Scheibling, 1993). Durante nuestro estudio, constatamos el
aumento de la temperatura y la irradiancia desde la mafiana a mediodia a lo largo de las
distintas profundidades, con mayor incremento en la zona somera. La alta irradiancia y la
transparencia de las aguas superficiales en Canarias (Hader et al. 2001, Piazena et al. 2002)
sugieren que las macroalgas deben poseer mecanismos de fotoproteccidon para tolerar el
estrés por radiacion, en relacion a especies de otras regiones biogeograficas con menor
irradiancia diaria (Lllining, 1990; Figueroa et al. 2009a). Los valores registrados de atenuacion
vertical de la radiacion PAR y UV coinciden con lo observado por Figueroa et al. (2002) en
aguas del sur de Espaia, siendo lo esperado para aguas costeras muy claras (Tipo | clasificacion

de Jerlov).
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En general, la magnitud del estrés ambiental y sus consecuencias son especificas para
las especies y estan relacionados con patrones verticales de zonacion (Figueroa & Gdémez,
2001). Las macroalgas que se encuentran a la latitud de las Islas Canarias estan expuestas a
altas dosis de radiacion solar (Hader et al. 2001), por lo que se sugieren mecanismos eficientes
de fotoproteccién para tolerar el estrés luminico. La fotoinhibicidn y la fotoproteccién son
propuestas como estrategias adaptativas a altas irradiancias (Hanelt, 1998; Abdala et al. 2006).
Diversos estudios muestran los efectos de la radiacion natural UV sobre el rendimiento
fotosintético de las macroalgas en ambientes con altas exposiciones ambientales y revelan que
la fotoinhibicidn bajo alta radiacion solar depende bdsicamente de los cambios diarios en los
niveles de irradiancia, la posicién del alga en la costa, la atenuacion vertical de la luz, o la
combinacion de estos factores (Figueroa et al. 1997, Flores-Moya et al. 1998, Figueroa et al.

2009a).

La variacién del rendimiento mdaximo fotosintético y el ETR de las algas objeto de
nuestro estudio ha revelado que decrecen debido a la combinacidn de distintos factores, como
es la radiacion PAR y UV y la temperatura, causando una aclimatacidn de las algas a distintas
profundidades. Las especies que estan aclimatadas a bajas condiciones de luz (ambientes
esciafilos) muestran caidas drasticas en la actividad fotosintética cuando son expuestas a
condiciones de luz extremas (Hader et al. 1996). La habilidad de mostrar fotoinhibicion
dinamica durante la exposicién a condiciones de luz elevadas, ademas de la aclimatacion
general de la fotosintesis bajos distintos regimenes de luz, puede influenciar la distribucion
vertical de las macroalgas (Hanelt, 1996). En el presente estudio, la fotoinhibicién fue distinta
segln la especie, aunque éstas compartan el mismo nicho ecolégico. Cystoseira humilis
presentd porcentajes de fotoinhibicion mas elevados en la zona profunda, disminuyendo
paulatinamente hasta la zona somera, donde no se observd fotoinhibicién. En contraste,
Digenea simplex mostré porcentajes de fotoinhibicion mas elevados en la zona somera,
disminuyendo hacia la zona profunda, donde en la zona media se observa sélo una ligera
fotoinhibicidn (1.5%). Esto coincide con lo observados por otros autores. A partir de nuestros
resultados en C. humilis, Hanelt & Roleda (2009) obtuvieron resultados similares para distintas
algas pardas, siendo Dyctiota spp., Lobophora variegata y Turbinaria turbinata las que
mostraban mayor fotoinhibicion cuando fueron recolectadas a mayor profundidad que las
algas que crecen en zonas mas someras. También se observd el mismo patréon para el alga
parda Laminaria saccharina, donde las algas de mayor profundidad mostraban mayor

sensibilidad a la radiacidon solar (Bischof et al. 1998). En comparacion con los valores
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observados en D. simplex, Sagert et al. (1997) obtuvo, para el alga roja Chondrus crispus,
mayor fotoinhibicion en las algas procedentes de la zona mas someras y mas profundas (3y 8
m respectivamente), mientras que las especies recolectadas de la zona intermedia (4 y 6 m)

revelaron una fotoinhibicion mas baja, lo que concuerda con lo obtenido en nuestro estudio.

Estos resultados nos muestran que el patrén de zonacién estd determinado
fisiolégicamente, y que varia segln la especie; en nuestro caso, el alga parda C. humilis
muestra mejor aclimatacidn a altas irradiancias y temperaturas que la especie de alga roja D.
simplex. En todo caso, la fotoinhibicion dindmica se considera un mecanismo de proteccidn, ya
que la rotura de la proteina D1 en el fotosistema Il separa la antena fotosintética de los
centros de reaccidn y de esta manera cae la actividad fotosintética, evitando al mediodia la
acumulacién de oxigeno convertible en sustancia oxidantes (oxigeno singlete, agua oxigenada)
capaz de foto-dafiar pigmentos, lipidos y proteinas (Figueroa & Gémez, 2001; Nishiyama et al.
2006). Marquardt et al. (2010) mostraron que la aclimatacién de las algas del sur de Chile a
distintas profundidades estaba relacionada con el régimen luminico, acomodando la capacidad
fotosintética a las condiciones de radiacidn en cada nivel batimétrico, pero siguiendo patrones
diferentes. Su estudio revelé6 que Sarcothalia crispata presentd una combinacion de
aclimatacién fisiolégica y morfoldgica, Mazzaella laminarioides presenté Unicamente
mecanismos de aclimatacion fisioldgica y Gracilaria chilensis presenté una ligera aclimatacion
fisioldgica. Figueroa et al. (2009a), en su estudio con Hypnea spinella, Sargasum vulgare y Ulva
lactuca, recolectadas entre 1 y 4 m, concluyd que la aclimatacion parece estar correlacionada
con la zonacion en profundidad de las especies, sugiriendo que las algas recolectadas en

superficie exhiben mecanismos de fotoproteccion mas eficientes.

La variacion del ETR revela un patrén de distribucion vertical, donde las algas de la
zona somera son mas productivas. Las graficas ETR vs. irradiancia nos revelan, para ambas
especies, que las algas procedente de la zona somera aumentan su productividad desde la
mafiana al mediodia, mientras que las procedentes de las zonas media y profundas no se
observd tal aumento en la capacidad fotosintética, excepto para D. simplex profunda que
aumenta ligeramente su productividad. Los altos valores de ETR.x ¥ Ek, unido a los bajos (o
con variaciones pequefias) de la agrr en los ejemplares de los estratos someros de ambas
macroalgas muestran un patrén de adaptacion al sol (Garcia-Sanchez et al. 2012). Esto nos
Ileva a concluir que las algas de los estratos someros, tanto en C. humilis como en D. simplex,
se encuentran mejor aclimatada a condiciones de estrés. Los resultados obtenidos por Bischof

et al. (1998) en el alga parda Laminaria saccharina revelaron un aumento de la capacidad
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fotosintética (ETR) en la especie recolectada a menor profundidad (3m). Sagert et al. (1997) en
sus resultados obtenidos en Chondrus crispus a distintas profundidades obtienen que agrg
aumenta con la profundidad, aunque no se reflejan variaciones entre las algas recolectadas
hasta los 6m, si observando diferencias en el profundo, ademds de revelar una disminucién de
los valores de P, con la profundidad. Esto concuerda con lo observado en nuestro estudio
también para el alga roja D. simplex, donde a mediodia no se observan cambios en los valores

de agrr Yy también observamos la disminucidn del ETR s, con la profundidad.

Una vez los macrofitos absorben luz, tienden a liberar el exceso de energia a través de
mecanismos no fotoquimicos que relajan el estado de excitacidn de la clorofila y, sin causar
dafios, disipar el exceso de energia en forma de calor (Miller, 2001). En este contexto,
complementario al cdlculo del rendimiento de la fotosintesis mediante fluorescencia, ha sido
propuesto recientemente el analisis de estos mecanismos de amortiguacion no fotoquimicos
(Klughammer & Schreiber, 2008). En nuestro estudio, C. humilis revel6 mayores valores en la
mafiana, mientras que a mediodia disminuyen los valores debido a un aumento del Y(NPQ) en
todas las profundidades, revelando la activacion de mecanismos de fotoproteccién con el
aumento de la irradiancia. D. simplex, por la mafiana, muestra mayores valores de Y(NO) en la
zona somera, revelando un mejor estado en la zona profunda. A mediodia, D. simplex
procedente de la zona somera muestra una disminucidn en el Y(IlI), aunque ve aumentado su
Y(NPQ), lo que nos puede llevar a pensar en la activacién de mecanismos de fotoproteccion en
la zona somera, no observdndose en la zona media y profunda. Esto puede explicar el dafio o
la no activaciéon del amortiguamiento no fotoquimico, particularmente debido al ciclo
Ascorbasa-Peroxidasa (Asada, 1999), el cual es responsable de la generacién del gradiente de
pH transtilacoidal después de la inactivacion del flujo de electrones. Estos mecanismos estan

altamente relacionados con el ciclo de las xantofilas (Demming-Adams & Adams, 1996).

Los cambios en la irradiancia con la profundidad claramente influencian los niveles de
pigmentacion, al disminuir las condiciones de luz (Borum et al. 2002). El nivel de irradiacion
tiene un efecto pronunciado en la composicién y cantidad de pigmentos de las macroalgas
(Carnicas et al. 1999). La Chl a es el pigmento recolector final en la antena que traslada fotones
a la cadenas transportadora de electrones, mientras que los carotenoides juegan dos papeles
importantes: uno como pigmento captador de luz (pigmento accesorio que absorbe
especialmente en la banda azul (400-450 nm) del espectro y transfiere fotones a la clorofila) y
otro como elemento de proteccion del aparato fotosintético contra el exceso de radiacion,

especialmente por la absorcién y disipacion de la radiacién UVA (320-400 nm) (Rimki et al.
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1996; Vershini & Kamnev, 1996; Lubian & Montero, 1998; Schubert et al. 2006). Se ha
mostrado que las macroalgas ajustan sus niveles de pigmentos permitiendo a los organismos
usar la disponibilidad de luz mas eficientemente (Rietchert & Dawes, 1986). En nuestro
estudio, la concentracion de pigmentos muestran un aumento con la profundidad en ambas
especies, lo que coincide con lo encontrado por otros autores, e.g. C. crispus, L. saccharina y
Chaetomorfa linum (Sagert et al. 1997, Borum et al. 2002, Bischof et al. 2006). Los valores de
Chl a disminuyen a mayores irradiancias en D. simplex (i.e. desde la mafiana a mediodia),
revelando un ajuste del aparato pigmentario a mayores condiciones de luz. El aumento de
pigmentos accesorios como los carotenos a mayores irradiancias puede explicarse debido al
papel foto-protector de este tipo de pigmentos (Carnicas et al. 1999, Schubert et al. 2006). Las
pequefias variaciones que se registraron en C. humilis evidencian que ésta alga estd mejor
adaptada que D. simplex, la cual es mas sensible y revela una adaptacion del aparato

fotosintético, siendo C. humilis mas resistente a altas condiciones luminicas.

El ratio C:N reveld variaciones con la profundidad para ambas especies, observandose
un mayor valor del ratio C:N estructural en algas situadas a mayor profundidad, siendo menor
en las algas mas someras, especialmente en D. simplex. Asi, la mayor actividad fotosintética en
algas someras refleja una estequiometria mas favorable (valores mads bajos de C:N) como ha
mostrado Duarte et al. (1992) tanto en micro como macroalgas. C. humilis muestra un
aumento a irradiancias y temperaturas mas elevadas (mediodia), mientras que sélo se observa
este mismo patron en D. simplex procedente de la zona profunda, tendiendo a disminuir en la
zona media y somera a mediodia. Los valores de C fueron similares en ambas macroalgas,
aumentando ligeramente a mediodia. En cambio, el contenido en N varié entre especies. C.
humilis mostré menor contenido que D. simplex, la cual reveld un mejor estado nutricional por
la mayor acumulacidon de N, aumentando la asimilacidon con el incremento de irradiancia y
temperatura, lo cual no se observé en la zona profunda, donde disminuyé el contenido en N.
En cambio, en Palmaria palmata, Martinez & Rico (2008) muestran que las especies
aclimatadas a mayor irradiancia; i.e. las especies de aguas mds someras, presentan niveles de
C mds altos y de nitrogeno y fésforo mas bajos que las algas aclimatadas a sombra. Este patrén
se relaciond con un alto contenido en Floriddsidos (principal reserva de C) en alta irradiancia
bajo limitacidn de nitrégeno y bajos cometidos de pools de N (biliproteinas o nitrato) por la

alta demanda de nitrégeno en las condiciones de alta actividad fotosintética.

En las especies intermareales, junto con la fotoinhibiciéon dindmica, la fotoproteccién

mediante la acumulacidn de sustancias fotoprotectoras es una eficiente adaptacion fisiolégica
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que permite tolerar irradiancias dafinas cuando la marea baja coincide con horas de mediodia
(Abdala et al. 2006). Se ha demostrado que el incremento de compuestos fendlicos sirve como
mecanismo de fotoproteccidn bajo irradiancias elevadas, similar al proceso de fotoinhibicion
dinamica, y que estos actian absorbiendo los fotones incidentes, o indirectamente como
resultado de la capacidad antioxidante (Abdala et al. 2006, Connan et al. 2006, 2007). Se ha
observado variaciones diarias en el contenido en fenoles en algas laminariales como
Macrocystis integrifolia con el incremento de la luz solar o la radiacion UV artificial (Swanson &
Druehl, 2002). En Cystoseira tamariscifolia, Abdala et al. (2006) observd variaciones
significativas diarias, donde disminuia alrededor de un 50% el contenido de fenoles por la
mafiana, seguido de un pico a mediodia para terminar al final del dia con niveles altos. Las
caidas en la concentracidn de fenoles al mediodia se relaciond con el incremento de la tasa de
excrecion de fenoles, siendo esto un sistema de proteccidn, ya que parte de estos fenoles
quedan atrapados en la matriz de polisacaridos de la pared celular (Koivikko et al. 2005;
Gomez & Huovinen, 2010), sugiriendo la relacion entre la foto-regulacion por la produccion de
fenoles y la acumulacion de radiaciéon durante la exposicion. En nuestro estudio, la
concentracién de compuestos fendlicos fue distinta entre especies y estratos de profundidad.
El contenido en fenoles de C. humilis fue muy alto en la zona somera, no mostrando variacion
entre la manana y mediodia. En cambio, en la zona intermedia, el contenido en fenoles totales
aumenté drdsticamente al mediodia (Abdala et al. 2006) y disminuyd en la zona profunda a
mayores irradiancias. El alto contenido en fenoles, y la correlacién positiva con la actividad
antioxidante, en C. humilis, sugiere que estos compuestos actlan como mecanismos de
fotoproteccién (Zubia et al. 2009). Esta correlacion ha sido observada para Ascophylum
nodosum y Sargasum muticum (Connan et al. 2006), Pelvetia canaliculata y Bifurcaria bifurcata
(Connan et al. 2007, Zubia et al. 2009) y Cystoseira tamariscifolia, Fucus ceranoides y Halidrys

siliquosa (Zubia et al. 2009).

Los efectos nocivos que inducen la radiacion UV en organismos acuaticos pueden ser
aminorados a través de varios mecanismos de fotoproteccion, entre los que se encuentran la
acumulacién de sustancias que absorben radiacién UV (foto-protectores) y activacién de
sistemas antioxidantes (Korbee et al. 2006). Ademas de los fenoles, entre estas sustancias con
papel potencial como pantalla de la radiacién UV en organismos acuaticos se encuentran los
aminoacidos tipo micosporina (MAAs) (Carreto et al. 2005), como la Micosporina-2 glicina con
capacidad de proteccién frente a la peroxidacion lipidica (Dunlap & Yamamoto, 1995; Dunlap
& Shick, 1998) y secuestro de oxigeno singlete (Suh et al. 2003), o también peroxidacién lipida

y secuestro de radicales libres de Porphyra 334, Asterina-334 y Shinorina (de la Coba et al.
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2009). Ademas los MAAs son capaces de reducir el dafio de ADN (dimeros de Timina) (Misonou

et al. 2003).

En general, gran parte de la evidencia experimental apoya la idea que una de las
principales funciones de los MAAs es la fotoproteccidn, especialmente por su capacidad de
absorber luz de longitudes de onda corta. Esto, unido a su alta foto-estabilidad in vitro (Conde
et al. 2000, 2004) e in vivo (Adams & Shick, 2001), los convierten en efectivos agentes
protectores frente a la radiacion UV. En nuestro estudio, la concentracion de MAAs en D.
simplex varia con la profundidad, donde las algas de la zona somera muestran mayor
contenido en MAAs que las procedentes de la zona profunda, revelando asi el caracter foto-
protector de estos compuestos. Korbee et al. (2006) propone que la concentracién de MAAs
dependen de diversos factores. Uno de ellos ha sido observado por diversos autores (Post &
Larkum, 1993; Karsten et al. 1999; Karsten & West, 2000), que relacionan una dependencia
con la cantidad de radiacién recibida, tanto tras exponer ejemplares de algas rojas de aguas
profundas, como tras analizar la dependencia estacional. Observamos en nuestro estudio un
aumento en el contenido de MAAs con la irradiancia, donde el contenido fue menor por la
mafiana que en horas de mediodia. Esto coincide con lo observado por Karsten et al. (1999)
para Devaleraea ramentacea, donde el contenido en MAAs disminuye con la profundidad y
aumentan con la irradiancia. Hoyer et al. (2001) también obtuvo una disminucién en el
contenido de MAAs con la profundidad para las especies de algas rojas Iridaea cordata,

Palmaria decipiens y Plocamium cartilagineum.

En organismos marinos hay descritos 23 MAAs (Korbee et al. 2006). Se ha demostrado
gue Micosporina-2 glicina posee actividad antioxidante in vitro (Dunlap & Yamamoto, 1995). Es
mas, se ha identificado la capacidad que posee esta molécula de proteger sistemas biolégicos
capturando los radicales de oxigeno generados por estrés oxidativo en Escherichia coli (Suh et
al. 2003). Esta propiedad podria relacionarse con la capacidad de los MAAs extraidos de
Porphyra yezoensis de bloquear la produccién de foto-dimeros de timina, como el 6-4 y 5-6
(Misonou et al. 2003). Se propone un amortiguamiento del estado de excitacion de las
moléculas de timina mediante un proceso de transferencia energética directa a los MAAs,
relajdndose posteriormente éstas y disipando calor (Misonou et al. 2003). Por otro lado, de la
Coba et al. (2009) demuestra que Micosporina-2 Glicina, seguida de Porphyra-334, presenta
alta capacidad de secuestro de radicales libres en medio soluble. Por otro lado, Asterina-330
(+Palythine) seguido de Porphyra-334 (+shinorina) presenta alta capacidad de proteccion

frente a la peroxidacion lipidica y, por tanto, contribuye a la estabilizacion de las membranas
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celulares. D. simplex revela concentraciones de Micosporina-2 glicina (alrededor de un 30%
del total de MAAs) con alta capacidad antioxidante y también tiene porcentajes por encima del
25% de Palthyne, Shinorine y Porphyra-334 con capacidad antioxidante aunque en menor
cuantia que Asterina-330. En los especimenes someros e intermedios se observan mas
variaciones temporales que los recolectados a mas profundidad, lo que indica que el alga esta
respondiendo a las variaciones ambientales que afectan a la fotosintesis y pueden producir
fotoinhibicién como la alta irradiancia solar y temperatura. Ademas, solo los especimenes
someros contienen Asterina-330, el MAA con mayor capacidad de proteccidén frente a la

peroxidacién lipidica y secuestro de radicales superdxido (de la Coba et al. 2009)

Las zonacidn de macroalgas estd relacionada con la habilidad de resistir un alto estrés
luminico (Hanelt, 1998). En nuestro estudio, observamos como una misma especie situada a
distinta profundidad modifica su aparato fotosintético y pigmentario para adaptarse a las
distintas condiciones de luz y temperatura. Estos resultados coinciden con los obtenidos por
otros autores para algas rojas y pardas (Sagert et al. 1997; Bischof, 1998; Karsten et al. 1999,
Borum et al. 2002, Hanelt et al. 2006; Hanelt & Roleda, 2009). Los resultados obtenidos en C.
humilis concuerdan con la situacidn de ésta alga en el sistema intermareal, donde ocupa, en
Canarias, el lugar mas alto en el intermareal, y siempre sumergida en charcos. Los datos
obtenidos en distintas especies de Cystoseiras en Canarias (capitulo 3) revelan que C. humilis
posee menores porcentajes de fotoinhibicién en horas centrales del dia, ademas de elevados
ETR en la zona mds somera. Los mecanismos de amortiguamiento no fotoquimico parecen
también mas activos en C. humilis en horas del mediodia. Y por ultimo, revela mayores
contenidos en fenoles y mayor capacidad antioxidante que en el resto de especies del mismo
género. Con esto, demostramos que la zonacién de las distintas especies del género Cystoseira
en Canarias esta restringida fisiolégicamente, donde las especies mds someras o con situacion
mas elevada en la costa poseen mecanismos de aclimatacién mdas activos a los distintos

estresores ambientales que las especies mas profundas.
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Introduccion

La quema de combustibles fésiles y las actividades antropogénicas han provocado que
la concentracidn de CO, en la atmdsfera se incremente drasticamente en las ultimas décadas
(IPCC 2007, Dupont et al. 2012), pronosticandose una disminucién de entre 0.3 y 0.4 unidades
de pH para el afio 2100, pudiendo tener consecuencias importantes sobre el clima global y los
ecosistemas marinos (Dupont et al. 2012). Todo ello, unido a la evidencia de aumento de
temperaturas (IPCC 2007), hace pensar que los distintos estresores asociados al cambio
climatico pueden afectar la vida marina (Hawkins et at. 2009). Los océanos poseen un poder
de absorcion de CO, de casi un 50%, siendo grandes sumideros del exceso de CO,
antropogénico (Sabine et al. 2004, Hofmann et al. 2010). El CO, procedente de la atmodsfera se
disuelve en el océano, formando acido carbdnico (H,COs), el cual se disocia para dar lugar a
bicarbonato (HCO3), protones (H') y carbonatos (CO5*). Esta absorcién constante por parte del
océano hace que se incremente la concentracién de iones H”, provocando la reduccién del pH,
produciéndose, consecuentemente, la acidificacién del océano (Caldeira & Wickett, 2003; Orr
et al. 2005, Hall-Spencer et al. 2008, Dupont et al. 2010, Arnold et al. 2012, Kerrinson et al.
2012). Desde la revolucién industrial, debido al rapido incremento en la concentracion de CO,
en la atmosfera, los cambios en el pH se estdn acelerando comparado a cdmo ha cambiado a
lo largo de miles de afios, lo que probablemente tendra consecuencias sobre los ecosistemas
marinos, y a su vez afectara a la economia global (Caldeira & Wickett, 2003; Raven et al. 2005,

IPCC 2007, Fabry et al. 2008; Orr, 2011).

El estudio de los efectos de la acidificacidon de los océanos sobre la biota marina se ha
convertido en uno de los temas mas importantes en la actualidad y hay un gran esfuerzo de
monitorizacion y de modelado para prever y prevenir sus posibles impactos sobre el
funcionamiento de los ecosistemas marinos (Kassahn et al. 2009). Estos estudios, no obstante,
estdn mayormente confinados a experimentos a pequeia escala en el laboratorio, disefiados
para estudiar un niumero limitado de especies (Widdicombe et al. 2010). Sin embargo, se han
aprovechado fendmenos naturales, como las fumarolas y diversos fendmenos volcanicos, para
estudiar el efecto directo de las emisiones volcanicas submarinas que aportan cantidades
importantes de CO, al medio, afectando asi a la biota asociada. Estos fendmenos de aporte de
CO, submarino suministran gradientes naturales de pH, que son tremendamente utiles para
conocer lo que puede ocurrir bajo distintos escenarios de acidificacion (Hall-Spencer et al.
2008, Arnold et al. 2012). Diversos estudios han mostrado como afecta la acidificacién a la
disolucidon de estructuras y esqueletos en organismos que utilizan el carbonato calcico, como

es el caso de corales, algas coralinas, etc. (Martin et al. 2008, Cigliano et al. 2010, Dias et al.
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2010, Fabricius et al. 2011). En general, se han observado perdidas en la riqueza, cobertura y
densidad de corales y algas coralinas (Fabricius et al. 2011) y un incremento en algas no
calcareas y plantas marinas, al haber mayor disponibilidad de CO, (Fabricius et al. 2011, Porzio
et al. 2011), aumentando también la fotosintesis, reproduccion y nivel de carbohidratos
solubles en fanerégamas marinas, como el caso de Zostera marina (Palacios & Zimmerman,
2007). Porzio et al. (2011) concluyeron que la mayoria de algas pueden tolerar niveles de pH
pronosticados para el fin de este siglo (pH= 7.8), pero simplificAndose las comunidades al
dominar unas pocas especies. Asimismo, Connell & Russell (2010) demostraron que el
incremento de CO, no tuvo efecto sobre la cobertura de algas cespitosas a temperatura
ambiente (172C), si bien incrementd la cobertura cuando el descenso de pH se acompafd de
un aumento de temperatura. En resumen, la disminucién de pH alterard, en mayor medida, a
los organismos que necesiten carbonato calcico en sus procesos metabdlicos, estructuras y
esqueletos. Por el contrario, organismos fotosintéticos no calcareos pueden verse beneficiados

por el aumento de CO,.

En el caso particular de macroalgas marinas, una duplicacidon de los niveles de CO,
respecto a los niveles actuales produjo un incremento de la biomasa y abundancia del 52% en
algas de zonas templadas, como Lomentaria articulata (Kiibler et al. 1999), y hasta del 130%
en otras especies de zonas calidas (Gao et al. 1993); consecuentemente, en estas especies se
produjo un aumento del crecimiento (Gao et al. 1999, Kibler et al. 1999, Riebesell et al. 2007).
Ademas, hay efectos interactivos, que pueden ser sinérgicos o antagdnicos, con variables de
cambio climatico, como la temperatura (Bischof et al. 2006, Hader et al. 2007; Gao & Zheng,
2010; Porzio et al. 2011). Por ejemplo, se ha estudiado la interaccién entre la acidificacién y la
radiacion UV en pocos trabajos (Gao & Zheng, 2010; Porzio et al. 2011). En el alga roja
Corallina sessilis se demuestra que la radiacién UV vy acidificacién actlan sinérgicamente
reduciendo la actividad fotosintética, calcificacién, el contenido de pigmentos fotosintéticos y
crecimiento, mientras se incrementa la concentracidon de compuestos fotoprotectores (Gao &
Zheng, 2010). Arnold et al. (2012) demostraron también una pérdida de productos fendlicos en
un gradiente de pH, observando altas tasas de pastoreo en zonas cercanas a eventos de
emision de CO,, debido a la pérdida de proteccion de esas sustancias que las plantas producen

a modo de defensa (anti-herbivoria).
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Erupcion submarina en el Mar de las Calmas, El Hierro

El 10 de octubre de 2011 se inicid una erupcién submarina en la isla de El Hierro (Islas
Canarias, Espafia), fendmeno que provocd un aumento en la concentracién de CO, en el agua,
ademds de otros factores como cambios termales, anoxia y enriquecimiento en metales
(Fraile-Nuez et al. 2012). Al mismo tiempo, la actividad volcanica produjo la liberacién de
nutrientes al agua, principalmente Fe, Si, P y N, lo que causd una fertilizacién de las aguas
superficiales alrededor del foco durante el evento eruptivo (Santana-Casiano et al. 2013).
Durante dicha erupcion, que se dio por finalizada oficialmente el 5 de marzo de 2012, grandes
cantidades de gases, sélidos y calor derivaron desde el manto quedando en las aguas de
alrededor de la boca eruptiva. Estos componentes emitidos por el volcan submarino generaron
una mancha de color verde-marrén (Fig. 1A) que se vio desplazada por las corrientes marinas y
por fendmenos oceanograficos meso-escalares, como remolinos, que produjeron una
adveccion de la mancha alrededor de la isla, fundamentalmente en direccién sur y suroeste
(Fraile-Nuez et al. 2012). En determinadas ocasiones, y a modo de pulsos, se produjo la llegada
de la mancha a la costa, principalmente en la zona sur (‘Mar de Las Calmas’) haciendo que las
caracteristicas del agua cambiasen y afectasen a los organismos costeros. La erupcion causé un
fuerte impacto en la fauna marina local, provocando la mortandad de miles de peces, debido
basicamente a las fuertes condiciones de anoxia que se produjeron cerca de la boca eruptiva
(Fraile-Nuez et al. 2012) incluyendo también a otros organismo invertebrados, como
holoturias, que sufrieron un proceso de descalcificacién de sus estructuras calcdreas internas

(Gonzalez-Navarro, 2012).

La erupcidon submarina nos ha brindado la oportunidad de estudiar los efectos de
distintos estresores asociados al cambio global en ambientes marinos, y asi conocer los efectos
sobre la biota asociada. En particular, el objetivo de nuestro estudio fue analizar los posibles
efectos de la acidificacién asociada a la erupcion del volcan submarino de la isla de El Hierro
sobre a abundancia, morfologia, actividad fotosintética y fisioldgica de las macroalgas pardas
Padina pavonica y Lobophora variegata (Phaeophyceae, familia Dictyotaceae) en plataformas
rocosas del litoral de la isla. Se seleccionaron estas dos algas pardas, ya que: (1) son muy
abundantes en la isla de El Hierro (Tuya & Haroun, 2006) y (2) son dos algas con morfologia
similar (talo en abanico), si bien P. pavonica presenta incrustaciones de carbonato calcico y L.

variegata carece de calcificacion (Haroun et al. 2003).
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Material y método
Area de estudio y disefio experimental

Se seleccionaron dos localidades en la costa adyacente al punto de erupcién, como
representativas de zonas directamente afectadas por el evento eruptivo (S1 y S2), y otra
localidad situada en la isla de Gran Canaria (S3) (Fig. 1B), con caracteristicas oceanograficas y
ambientales similares (exposicion al oleaje, geomorfologia, etc.) como control, debido a la
imposibilidad de localizar zonas en la isla de El Hierro con las mismas caracteristicas y flora
asociada que, con certeza, no se viera afectada por el fenédmeno volcdnico desde el comienzo
(noviembre 2011) hasta su finalizacién (marzo 2012). Se recolectaron muestras de las algas en
las 3 localidades para dos tiempos: durante la erupcidon submarina (24-26 Noviembre 2011) vy
otro inmediatamente posterior a la finalizacién del evento eruptivo (24-26 Marzo 2012).
Colecciones de ambas algas se almacenaron in situ en frio y posteriormente fueron congeladas
(-209C, -809C, segun el tipo de andlisis). En cada tiempo, la T2, pH y $%o se midieron mediante
una sonda multi-paramétrica (HI-9828, Hanna Instrument, USA) y la irradiancia se determind

mediante un sensor PAR plano (Licor 189) conectado a un radiémetro (LI-1000,Li-cor, USA).

Cambios inter-anuales en los patrones de abundancia de P. pavonica y L. variegata en

localidades directamente afectadas por la erupcion

Para las dos localidades afectadas por la acidificacién de las aguas en la isla de El Hierro
(S1 y S2) dispusimos de una serie temporal de monitoreo de abundancia (cobertura),
incluyendo marzo-2003, Octubre-2003, Marzo-2004, asi como durante el periodo de actividad
volcanica (Noviembre-2011). En cada ocasion, se cuantificd in situ el porcentaje de cobertura
algal mediante cuadrados de 50 x 50 cm (0.25m?), siguiendo procedimientos estandar para el
Archipiélago Canario (Tuya & Haroun 2006). Los cuadrados (n=10), fueron lanzados al azar en
la banda intermareal mas baja, separandolos entre si varios metros; esta técnica rapida y no
destructiva se utiliza para evaluar la estructura de la comunidad y la dominancia de la biota
sésil. Los valores finales para cada taxdn se expresaron en porcentajes. Un ANOVA de 2 vias
para los porcentajes de cobertura de Padina pavonica y Lobophora variegata nos permitio
conocer si los cambios en cobertura de ambas algas difirid significativamente entre las 2
‘localidades’ (factor fijo con 2 niveles: S1 y S2) y ‘tiempos’ (factor aleatorio con 4 niveles:
marzo-2003, Octubre-2003, Marzo-2004 y Noviembre-2011). Los datos mostraron

homogeneidad de varianzas, por lo que no hubo que realizar transformaciones. La significancia
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de los F-ratios se contrasté mediante 4999 permutaciones de los datos a través del software
PERMANOVA, utilizando la distancia euclidiana como medida de disimilitud. Cuando fue

apropiado, se ejecutaron test a pares (a posteriori) mediante 4999 permutaciones de los datos.

Morfologia de Padina pavonica

Se realizaron recolecciones de Padina pavonica en las 3 localidades de muestreo para
noviembre 2011 y marzo de 2012. Las muestras fueron almacenadas in situ en frio y
posteriormente congeladas (-202C). En el laboratorio, procedimos a medir el area calcificada
de individuos de Padina pavonica recogidos en noviembre 2011 y marzo de 2012 (Fig. 1C). Los
ejemplares (n=17) fueron digitalizados mediante una cdmara digital acoplada (MVV3000
MD300) a la lupa binocular, para el calculo del area calcificada mediante el freeware Image)
(NHI, USA). Las diferencias en el porcentaje de calcificacion entre las localidades (S1,S2y S3) y
tiempos (noviembre 2011 vs. marzo de 2012) fueron analizadas mediante un ANOVA de 2 vias,
incluyendo ‘localidades’ (factor fijo con 3 niveles) y ‘tiempos’ (factor fijo con 2 niveles), usando
los mismos criterios que los anteriormente considerados. Los datos mostraron homogeneidad

de varianzas, por lo que se usaron datos no trasformados.

Actividad fotosintética

La actividad fotosintética fue estimada mediante la fluorescencia in vivo de la clorofila
a asociada al fotosistema I, empleando el fluorimetro Diving-PAM (Walz GmbH, Alemania)(Fig.
1D). Para ello, se recolectaron algas de las dos especies y se expusieron a la radiacidon solar en
contenedores de polietileno blanco (20 x 20 x 10 cm), donde se tomaron medidas de
fluorescencia en distintas horas (9, 11 y 13 h). Con los centros de reaccion del fotosistema
totalmente relajados, estado aclimatado a la oscuridad, se obtuvieron los valores minimos y
maximos de fluorescencia, Fo y Fm respectivamente, aplicando un pulso de saturacion de luz
actinica (2350 pumol fotones m? s™, 0.8 s), obteniendo asi valores de rendimiento dptimo
Fv/Fm= (Fm-Fo)/Fm (n=8). En muestras iluminadas no aclimatadas a la oscuridad, donde los
centros de reaccidon permanecen cerrados, se obtuvieron los valores minimos y maximos, F y
F’'m, respectivamente, después de un pulso de saturacion de luz actinica, quedando definido
como AF/F'm=(F'm-F)/F'm (n=8). La capacidad fotosintética, medida a través de la tasa de
transporte de electrones (ETR), se obtuvo a través de curvas rapidas de luz. La luz actinica fue

incrementandose cada 20 s exponiendo la muestra a 9 irradiancias progresivas, desde 85 a
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1748 umol fotones m?s™. Las curvas de luz fueron construidas calculando el ETR directo del

PSII para cada nivel de luz actinica mediante la férmula:
ETR= (AF/F'm)*E*A*FI|

donde AF/F'm es rendimiento efectivo, E es la irradiancia (luz actinica en cada punto de la
curva), A representa la absortancia de cada especie (0,74 para P. pavonica y 0,83 para
Lobophora variegata) y Fll, la fraccion de clorofila asociada al PSIl, que para algas pardas es 0,8
(Grzymski et al. 1997). Las curvas de luz fueron ajustadas segun el modelo de Jasby y Platt
(1976) y de Platt y Gallegos (1980) en casos donde hubo fotoinhibicion, para obtener los
valores de eficiencia (o), irradiancia de saturacion (Ek) y ETR maximo (ETRya.x) (Garcia-Sanchez

etal. 2012).

Se realizo un ANOVA de 3 vias, para cada alga, incluyendo las ‘localidades’ (factor fijo
con 3 niveles: S1, S2, y S3), ‘tiempos’ (factor fijo con 2 niveles: noviembre-2011 vs. marzo-
2012) y ‘horas’ (factor aleatorio con 3 niveles correspondiente a las horas de medida: 9, 11y
13h), con objeto de detectar diferencias significativas para los distintos parametros
fotosintéticos entre localidades, tiempos y horas de medida, usando los mismos criterios que
los anteriormente comentados. Para L. variegata, los datos mostraron homogeneidad de
varianzas, no siendo asi en el caso de P. pavonica, para la cual se aplicd un Ln(x) como
transformacion, obteniendo asi varianzas homogéneas. En todos los casos, nuestro interés
residid en la significancia de la interaccién ‘Lo x Ti’, que nos indicd si el patrén de diferencias en
rendimiento fotosintético entre localidades varié del periodo eruptivo (noviembre 2011) al

post-eruptivo (marzo 2012).

Pigmentos fotosintéticos, contenido en fenoles y actividad antioxidante

Los pigmentos fotosintéticos clorofila a (Chl a), clorofila ¢ (Ch/ c) y el contenido en
carotenos fueros determinados espectrofotométricamente. Los analisis se realizaron mediante
extraccién de pigmentos de las algas (20 mg peso fresco) usando como solucién extractora 1ml
de acetona al 90% saturada de hidréxido de carbonato de magnesio (C4Mg;01,), manteniendo
en oscuridad 12h a 4°C. Después de centrifugar a 4000 rpm durante 20 min, cada
sobrenadante fue usado para medir los pigmentos mediante barrido desde 480 a 750 nm en
un espectrofotémetro. La concentracion de clorofila y carotenos fue calculada segun Ritchie

(2006, 2008). El contenido en pigmento fue expresado en mg g™ PS.
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El andlisis de compuestos fendlicos se realizé para fragmentos del talo de P. pavonica y
L. variegata (0,25g PS, n=3); las muestras se molieron en un mortero con arena de mar a 4°C,
extrayéndose durante la noche en tubos de centrifuga con 2.5 ml de metanol al 80%. La
mezcla fue centrifugada a 4000 rpm durante 30 minutos a 4°C y se recogio el sobrenadante
(Sigma 2-16PK, Gottingen, Alemania). Los compuestos fendlicos totales, expresados en mg PS
g, fueron determinados usando floroglucinol como estandar, siguiendo el método de Folin-
Ciocalteu (Folin & Ciocalteu, 1927). La reaccidén se completd después de 120 minutos en
oscuridad a 4°C y se leyo la absorbancia a 760 nm mediante un espectrofotémetro (Thermo

Scientific Evolution 201, UV-Visible, Shangai, China).

La actividad antioxidante fue medida a través del radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrasyl) por triplicado, segun Blois (1958). Se tomaron 150 pL del extracto metandlico y
se mezclaron con 1,5 ml de metanol al 90% y 150 pL de solucién de DPPH preparada
diariamente a 1,27 nM. La reaccién fue completada después de 30 min en oscuridad a
temperatura ambiente, y medida la absorbancia a 517 nm. Los valores de concentracién de
DPPH (M) fue calculada a través de concentracidn del extracto de alga (mg PS ml™) con el fin
de obtener el valor de ECs, (indice de oxidacidn), el cual representa la concentracién de
extracto (mg PS ml™) que se requiere para reducir al 50% el DPPH. Se usé acido ascorbico

como control positivo.

Las diferencias en el contenido de fenoles, ECsq y pigmentos entre ‘localidades’ (factor
fijo, 3 niveles: S1, S2 y S3), ‘tiempos’ (factor fijo con 2 niveles: noviembre-2011 vs. marzo-2012)
y ‘horas’ (factor aleatorio con 3 niveles: 9, 11 y 13h) se contrastaron mediante un ANOVA de 3
vias, usando los mismos criterios que los anteriormente comentados. Todas las variables

mostraron homogeneidad de varianzas sin o con transformacion (Tablas V y VII).
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Figura 1. (A) Composicion RGB de las reflectancias de teledeteccidén para las bandas de 6671, 531 y 412 nm del
sensor MODIS a bordo del satélite AQUA para el 2 de noviembre de 2012, mostrando la isla de El Hierro y la gran
mancha verde generada por la erupcién submarina. (B) Localizacidén geografica del area de estudio. La figura
superior izquierda representa las islas de Gran Canaria y El Hierro con las localidades estudiadas. (C) Talos de P.
pavonica durante y después del evento eruptivo para cada localidad. (D) Fluorimetro sumergible Diving-PAM (Walz,

Alemania) con el que se realizaron las medidas de actividad fotosintética.
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Resultados
Escenario oceanogrdfico

Registramos un descenso del pH en el periodo eruptivo de 0,91 y 0,36 unidades para
S1 y S2, respecto a la localidad control S3 (Tabla I). La temperatura a lo largo de tiempo fue
ligeramente superior para S1y S2 con respecto a S3, debido al tipico gradiente de temperatura

del agua de mar entre las islas del archipiélago (Santana-Casiano et al. 2007).

Tabla I. Caracterizacion oceanografica durante el periodo eruptivo (noviembre 2011) y post-eruptivo (marzo 2012)

del agua de mar en las distintas localidades. Medias + error estandar.

Noviembre 2011 Marzo 2012
pH T2 Salinidad pH T2 Salinidad
S1 7,54+0,02 21,71+0,02 36,74+0,11 8,430,006 20,13+0,03 34,70+0,10
S2 8,09+0,01 21,31+0,03 36,75+0,01 8,50+0,02 21,30+0,08 35,30+0,08
S3 8,45+0,02 19,80+0,02 35,12+0,30 8,51+0,01 19,52+0,02 35,08+0,01

Cobertura (%)

Cambios en la abundancia de P. pavonica y L. variegata en localidades directamente afectadas

por la erupcion

La cobertura de P. pavonica y L. variegata siguié el mismo patrén temporal entre las
localidades (‘Ti x Lo’, P>0,05, Tabla A19). La cobertura de ambas especies algales durante el
evento volcanico no difirié significativamente respecto a afos anteriores (‘Ti’, P>0,05, Tabla

A19) (Figs. 2).
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Figura 2. Porcentaje de cobertura de Padina pavonica (barra negra) y Lobophora variegata (barra gris) en las
localidades impactadas (A) S1y (B) S2, en una serie histérica comparando con Noviembre de 2011, un mes después

del inicio de la erupcién submarina.
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Morfologia de Padina pavonica

La diferencia en el porcentaje de calcificacion de P. pavonica entre localidades cambid
entre los dos tiempos (‘Ti x Lo’, P=0.0002, Tabla A20). En noviembre de 2011, las localidades
adyacentes al punto de erupcion presentan una clara descalcificacién con respecto al control
(test a posteriori: $S1>52>S3, Fig. 3). En contraste, no se encontraron diferencias entre

localidades para marzo de 2012 (Fig. 3).
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Figura 3. Porcentaje de descalcificacion para P. pavonica en las 3 localidades de estudio, donde se muestra la
descalcificacién durante el periodo eruptivo, Noviembre 2011(barra negra), y post eruptivo, Marzo 2012 (barra

gris). Media + error estandar.

Actividad fotosintética

La evolucion del rendimiento fotosintético dptimo (Fv/Fm) de ambas algas a lo largo de
las horas para cada localidad varié entre tiempos (‘Ti x Lo x Ho’, P<0,01) (Tablas A21,A23). El
rendimiento fotosintético 6ptimo (Fv/Fm) de P. pavonica no mostré diferencias significativas
entre localidades y tiempos (‘Lo’, ‘Ti’, P>0,05, Tabla A21). Lo que es mas importante, esta
ausencia de diferencias en Fv/Fm entre localidades no varid entre el evento eruptivo y post-
eruptivo (‘Ti x Lo’, P>0,05, Tabla A21). Las diferencias entre horas a lo largo del dia (‘HO,
P<0.001) nos muestra como varia el valor de Fv/Fm con respecto a la irradiancia,
obteniéndose valores mas bajos de Fv/Fm en noviembre 2011 que en marzo 2012 (‘Ti x Ho’,
P<0.001, Fig. 4). Asimismo, las diferencias en Fv/Fm entre horas variaron entre localidades a lo

largo de estudio (‘Lo x Ho’, P<0.001, Tablas A21,A23). De igual forma y para L. variegata (Fig.
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5), el patron de rendimiento dptimo no fluctud entre localidades del periodo eruptivo al post-
eruptivo (‘Ti x Lo’, P>0,05) (Tabla A23). De nuevo, observamos diferencias para el Fv/Fm entre
las distintas horas de medida que variaron segun las distintas localidades (‘Lo x Ho’, P<0.001,
Tabla A23); en particular, cambid el patréon para la localidad S1 en noviembre de 2011. Para el
resto de localidades y para ambas algas, la tendencia general fue la misma: los valores de

Fv/Fm caen a medida que aumenta la hora del dia.
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Figura 4. Rendimiento méximo fotosintético (Fv/Fm) de P. pavonica en las localidades impactadas (A) S1y (B) s2, y

en la localidad control (S3) para noviembre de 2011 (barra negra) y marzo 2012 (barra gris).
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Figura 5. Rendimiento maximo fotosintético (Fv/Fm) de L. variegata en las localidades impactadas (A) S1y (B) s2, y

en la localidad control (S3) para noviembre de 2011 (barra negra) y marzo 2012 (barra gris).
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Los datos obtenidos a través de las curvas de ETR no revelaron distintos patrones para
las localidades entre el periodo eruptivo y post-eruptivo (Ti x Lo, p>0,05, Tablas A21,A23),
excepto para la irradiancia de saturacion de P. pavonica, que si mostrd diferencias
significativas entre localidades en el tiempo (‘Ti x Lo’, p<0,01, Tabla A21). Los test a posteriori
mostraron elevados Ek en las localidades afectadas por la actividad volcanica (S1 y S2) con
respecto a la localidad control (S3) durante el evento eruptivo (noviembre 2011), pero no
después de la erupcion (marzo 2012), donde los valores fueron mas bajos en las localidades
impactadas y semejantes que en la localidad control (Tabla Il). Para L. variegata sélo
encontramos diferencias significativas a nivel de factores principales para Ek (Ti, p<0,01, Tabla
A23). Los valores de ETRnax ¥ Oerr (eficiencia fotosintética) mostraron diferencias significativas
exclusivamente entre las distintas horas de medida (‘Ho’, P<0,01, Tabla A21) para P. pavonica;
para L. variegata observamos cambios entre horas que variaron entre localidades y tiempos

(‘Lo x HO’; ‘Ti x HO’, P<0,05, Tabla A23).

Pigmentos fotosintéticos, contenido en fenoles y actividad antioxidante

El contenido en Chl ¢ y en carotenos mostraron el mismo patrén entre localidades
entre el periodo eruptivo y post-eruptivo en ambas macroalgas (‘Ti x Lo’, P>0,05) (Tablas
A22,A24). Los valores obtenidos para Chl a, sin embargo, nos muestran que las diferencias
entre localidades variaron entre el periodo eruptivo y post-eruptivo (Ti x Lo, P<0,05) (Tablas
A22,A24), observando un mayor contenido de Chl a para la localidad S1 en noviembre de 2011,
pero no en marzo de 2012 (test a posteriori, P<0,05) (Tabla Ill). S1 muestra mayores
contenidos en pigmentos, y en todas las localidades se observan valores ligeramente
superiores en noviembre 2011 que en marzo 2012, por lo que se hacen patentes otras fuentes
de variabilidad (estacional) como causante de las diferencias, y no al evento eruptivo (Ti x Lo x

Ho, P>0,05, Tablas A22,A24).
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Tabla Il. Pardametros obtenidos de las curvas ETR vs Irradiancia, donde se observan los datos de ETRmax, a y Ek para las distintas P. pavonica y L. variegata durante la erupcidén submarina

(Noviembre 2011) y al finalizar el evento eruptivo (Marzo 2012). Media + error estandar.

S1 S2 S3
Noviembre 2011 Marzo 2012 Noviembre 2011 Marzo 2012 Noviembre 2011  Marzo 2012
P. pavonica
ETRmax 106,90 + 4,94 71,71 +7,59 64,11 +9,77 83,96 + 11,70 80,13 + 10,36 88,21 +7,43
OleTR 0,24 £ 0,04 0,35+ 0,047 0,20 £ 0,025 0,29 + 0,020 0,43 £ 0,06 0,43 +£ 0,05
Ex 450,66 + 20,27 232 +50,91 317,66 *+ 45,52 285,66 * 35,59 191,33 + 31,01 212 + 28,46
L. variegata
ETRmax 86,43 + 12,11 42,72 £ 5,89 76,23 + 10,58 33,01 +4,12 67,53 +5,81 55,43 + 11,08
OleTR 0,21 + 0,02 0,16 +£ 0,012 0,18 £ 0,02 0,14 + 0,007 0,25+ 0,02 0,23 £ 0,042
Ex 406,33 + 41,24 262,66 * 34,10 392,66 *+ 87,09 230,66 + 27,19 268,33 £11,32 237,66 + 20,01
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Tabla lll. Contenido en Chl a, Chl ¢ y carotenos, expresados en mg g'1 PS, en P. pavonica vy L. variegata durante el

evento eruptivo (Noviembre 2011) y post-eruptivo (Marzo 2012). Media + error estandar.

Chl a Chlc Carotenos
Nov-11 Mar-12 Nov-11 Mar-12 Nov-11 Mar-12

P. pavonica

S1 2,09+0,13 205+0,12 0,85%+0,05 0,84+0,11 1,69+0,07 1,64+0,09

S2 1,54+0,01 157+0,09 0,160,001 0,03+£001 1,28+0,01 1,39%0,07

S3 1,57+0,11 0,82+0,07 0,13%+0,02 0,09+0,01 1,30+0,07 0,73+0,05
L. variegata

S1 292+0,19 2,07+001 1,31+0,09 090+0,05 2,32+0,09 1,83%0,02

S2 2,26+0,20 2,05+0,05 0,31+0,03 0,29+0,05 2,17+0,29 1,71+0,04

S3 1,70+£0,20 0,37+0,01 0,340,003 0,36+002 155+0,16 1,74+0,06

La evolucién del contenido en fenoles a lo largo de las horas para cada localidad vario
entre tiempos (‘Ti x Lo x Ho’, P<0,01) (Tablas A22,A24). El analisis de la concentracién de
compuestos fendlicos reveld una disminucion a lo largo del dia en las localidades directamente
afectadas por la actividad volcanica (S1y S2), con minimos al mediodia durante el episodio de
erupcién submarina, tanto para P. pavonica como para L. variegata. Una vez finalizada la
erupcién submarina, sin embargo, los valores de concentracién de fenoles apenas variaron con
las horas del dia, mostrando un patrén distinto al observado en el momento de la erupciéon
(test a posteriori, P<0,05) (Figs. 6, 7). En la localidad control (S3), por el contrario, el contenido
en fenoles no varié a lo largo de las horas en noviembre de 2011, pero aumentd con las horas

del dia en marzo de 2012.
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Figura 6. Contenido en fenoles totales (A) en los extractos de P. pavonica durante el periodo eruptivo y post
eruptivo (barra negra y barra gris respectivamente) en las localidades impactadas (A) S1y (B) S2 y en la localidad

control (S3). Media + error estandar.
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Figura 7. Contenido en fenoles totales (A) en los extractos de L. variegata durante el periodo eruptivo y post
eruptivo (barra negra y barra gris respectivamente) en las localidades impactadas (A) S1 y (B) S2 y en la localidad

control (S3). Media * error estandar.
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Los valores obtenidos en el andlisis de DPPH nos confirman que la actividad
antioxidante, medida a través del ECso, fue mayor a lo largo del dia para las localidades
directamente afectadas por la actividad volcénica (‘Ti x Lo x Ho’, P<0,05, tablas A22,A24)
durante el periodo eruptivo (noviembre 2011), pero no en el periodo post-eruptivo (marzo
2012) (Figs. 8,9). Para la localidad control, sin embargo, la actividad antioxidante no varié a lo
largo del dia. La actividad antioxidante (1/ECso) se correlaciond con la concentracién de fenoles
para ambas especies de algas (0,82 y 0,73 para P. pavonica y L. variegata, respectivamente, p <

0,001 en ambos casos) (Fig. 10).
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Figura 8. Actividad antioxidante medida a través del indice de oxidacién ECs, en P. pavonica durante el periodo
eruptivo y post eruptivo (barra negra y barra gris respectivamente) en las localidades impactadas (A) S1y (B) S2 y en

la localidad control (S3). Media * error estandar.
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Figura 9. Actividad antioxidante medida a través del indice de oxidacién ECs, en L. variegata durante el periodo
eruptivo y post eruptivo (barra negra y barra gris respectivamente) en las localidades impactadas (A) S1y (B) S2 y en

la localidad control (S3). Media % error estandar.
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Figura 10. Correlacion entre el contenido en fenoles y la actividad antioxidante (1/EC50) medido en los extractos de

(A) P. pavonica y (B) L. variegata. Correlaciones significativas (p<0,01) se observan en ambas especies intermareales.

Discusion

La erupcién submarina que tuvo lugar en la isla de El Hierro provocé que sus
emisiones, durante aproximadamente 5 meses, impactaran fuertemente en el ecosistema
marino debido a las importantes anomalias que produjo la salida del material volcanico al
océano (Fraile-Nuez et al. 2012). Las anomalias mas importantes de T2, CO,, pCO, se
localizaron en la zona donde se sitUa el nuevo cono volcdnico, a aproximadamente 1,8 km de la
costa, al sur de la localidad de La Restinga, quedando aproximadamente a unos 88 m de
profundidad. Se midieron niveles de CO, como carbono inorgdnico total de hasta 7500 umol
Kg™, que generaron una alta pCO, con valores de hasta 150.000 patm en la superficie (Fraile-
Nuez et al. 2012). Diversos estudios realizados in situ donde se recrean ambientes de
acidificacion en el océano, como por ejemplo las fumarolas, laboratorio de acidificacion
natural, sefialan distintas afecciones en la produccién primaria. A nivel costero, no obstante,
nuestro estudio no revelé cambios significativos en la cobertura de ambas macroalgas en las
localidades directamente afectadas, que evidenciarian una afeccién directa letal de la erupcion
submarina. Diversos estudios han observado un aumento de la cobertura de algas no calcareas
y la disminucidn de algas calcificadas (Hall-Spencer et al. 2008, Porzio et al. 2011). Porzio et al.
(2011) muestran que L. variegata aumentd su cobertura al disminuir el pH, patrén contrario a
P. pavonica, para la que el porcentaje de cobertura disminuye al descender el pH, no
encontrandose ninguna de ambas algas en ambientes extremadamente acidos (pH=6,7). Esta

discrepancia entre nuestro estudio y Porzio et al. (2011) se puede deber al corto episodio de
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acidificacion en el Hierro en comparacién con el de las zonas afectadas por fumarolas
volcanicas en el Mediterraneo (Ischia) (Hall-Spencer et al. 2008) y que, por tanto, los posibles
efectos sub-letales observados a nivel fisiolégico en nuestro estudio no hayan derivado en
efectos letales sobre ambas macroalgas. En cualquier caso, la descalcificacidon de P. pavonica
durante el evento eruptivo se relacionan directamente con los cambios de pH: al disminuir el
pH, aumentd la descalcificacion de dicha alga en la isla de El Hierro. Ademads, P. pavonica
presenta una calcificacion en forma de cristales de aragonito (Okazadi et al. 1986), los cuales
son ligeramente mas solubles a menor pH que la calcita (Feely et al. 2004, Orr et al. 2005,
Gonzélez-Davila et al. 2010). De hecho, y aunque el valor de pH medido para la localidad S2 no
fue extremadamente bajo (8,09), si se registrdé descalcificacién debido a que a lo largo del
proceso eruptivo la mancha originada por la salida de material alcanzé la zona en varias
ocasiones (Gonzalez-Navarro, 2012). Estos resultados confirman una pérdida de carbonato
calcico, tal y como numerosos estudios han sefalado para algas, corales y otros organismos
calcareos (Hall-Spencer et al. 2008, Martin et al. 2008, Rodolfo-Metalpa et al. 2009, Porzio et
al. 2011, Fabricius et al. 2011, Hofmann et al. 2012).

Las tasas de rendimiento dptimo (Fv/Fm) no mostraron variaciones entre el periodo
eruptivo y post-eruptivo para las localidades directamente afectadas por la erupcioén volcanica,
tal y como se ha descrito para situaciones similares (Hall-Spencer et al. 2008, Hofmann et al.
2012). Los cambios en Fv/Fm estuvieron mayormente influenciados por cambios en la
irradiancia a lo largo del dia (de 9 a 13h), asi como a variaciones naturales entre localidades,
e.g. diferencias en la cobertura nubosa. A pesar de que las curvas ETR se desvian de las zonas
impactadas (S1 y S2) se desvian de la normal (control), los pardmetros ETRyax ¥ Clerr NO
mostraron cambios significativos al disminuir el pH en ambas macroalgas, tal y como
observaron Hofmann et al. (2012) y Russell et al. (2011). En cambio, si se registraron
diferencias significativas en la irradiancia de saturacion (Ek) de P. pavonica. Los altos valores de
Ek durante el periodo eruptivo, unido a elevados ETR., menor eficiencia () y a la no
presencia de fotoinhibicién, muestra una aclimatacion de P. pavonica hacia un
comportamiento tipico de adaptacién al sol (Garcia-Sanchez et al. 2012), estrategia que se ve
modificada en cuanto se restablecen los valores de pH, donde los valores de Ek disminuyen. L.
variegata mostré un comportamiento de adaptacion al sol en la localidad impactada, aunque
en general se observd una respuesta de adaptacion luminica de planta de sombra, observando
una fotoinhibicién al ser expuesta a la luz, debido a que esta alga se situa naturalmente en
zonas de sombra o ambientes escidfilos (Haroun et al. 2003). Durante el evento eruptivo,

ademas de la acidificacidn, se produjo una entrada de nutrientes al sistema (Santana-Casiano
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et al. 2013). Los resultados de ETR de P. pavonica y de L. variegata no mostraron cambios
significativos durante el evento eruptivo. Tipicamente, ha sido reportado el aumento del ETR
con el incremento de nutrientes en distintas macroalgas marinas intermareales, como
Porphyra umbilicalis, Ulva rigida y Ulva lactuca (Figueroa et al. 1995, Cabello-Pasini &
Figueroa, 2005; Figuera et al. 2009). Como resultado, la mayor cantidad de nutrientes parece

haber tenido un efecto minoritario en el rendimiento de ambas macroalgas.

El contenido en fenoles de especies intermareales de algas pardas presenta
generalmente variaciones diarias: aumento en horas centrales del dia, pero también mayor
excrecion; y estacionales: mayores niveles en verano (Abdala et al. 2006). La sintesis de fenoles
se activa por radiacién solar UV y su acumulacion en los fisodios del citoplasma celular confiere
fotoproteccién frente a la radiacion UV (Pavia et al. 1997; Schoenwaelder, 2002). Ademas de
éste papel fotoprotector y antioxidante, los fenoles protegen frente al herbivorismo, al
disminuir la palatabilidad de los talos para los herbivoros (Van Alstyne & Paul, 1990). Los
fenoles también pueden prevenir infecciones bacterianas debido a su caracter proxidantes
(Conover & Sleburth, 1964). Por el contrario, nuestros resultados muestran que la
concentracién de fenoles disminuyd con la hora del dia en las localidad afectadas por la
erupcién volcanica durante el periodo eruptivo (noviembre 2011), i.e. cuando se dan las
mayores irradiancias, proceso que relacionamos con la disminucion del pH en las localidades
impactadas por la actividad eruptiva, sucediendo lo contrario en la localidad control. Arnold et
al. (2012) observaron la misma respuesta para la fanerégama marina Cymodocea nodosa a lo
largo de un gradiente de pH, demostrando que una reduccién de 0,8 unidades de pH produce
reducciones de sustancias fendlicas protectoras de hasta un 59%. También, encontraron la
misma respuesta para Potamogeton perfoliatus en zonas de estuario, donde en experimentos
de inyeccion de CO, obtuvieron reducciones de un 61%. Asi, se demuestra que la acidificacion
del océano disminuye las sustancias fendlicas protectoras en plantas marinas y estuarinas, lo
contrario a lo que se ha observado en plantas terrestres expuestas a enriquecimiento de CO..
Especies que acumulan fenoles como el alga parda Padina pavonica y algunas algas verdes
presentan una mayor excrecién en condiciones de acidificacion, lo que produce una inhibicidn
de la calcificacion. Sin embargo, la descalcificaciéon implica una reduccién de la reflectancia de
la radiacién solar (incluida la radiacién UV) y por lo tanto se produce una disminucion en la
capacidad de fotoproteccion, por lo que la algas descalcificadas pasan a ser mas vulnerables a

la radiacion UV (Beach et al. 2006), haciéndose menos eficiente fotosintéticamente.

Los altos niveles de radiacion solar y las moderadas temperaturas que prevalecen en la

region de las Islas Canarias (costa noroeste africana) fuerzan a las macroalgas marinas a
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desarrollar mecanismos de defensa contra la radiacién UV y la excesiva produccion de
radicales libres debido a la acumulacion de sustancias antioxidantes (Lopez et al. 2011).
Diversos estudios indican que existe una correlacidon entre la actividad antioxidante y el
contenido en fenoles (Duan et al. 2007, Zao et al. 2006); en particular, Connan et al.
(2006,2007) demuestra dicha correlacién para distintas algas pardas. En nuestro estudio,
obtuvimos para P. pavonica y L. variegata una relacidon directa entre los bajos niveles de
concentracién de fenoles y altos valores de ECs, medidos, valor que indica baja actividad
antioxidante, al definirse como la concentracién de sustrato que causa la pérdida del 50% de la
actividad del DPPH (Molyneux 2004). Por lo tanto, observamos el mismo patron que
encontramos para el contenido en fenoles, localizando la mayor actividad antioxidante a

menores irradiancias.

La concentracion de pigmentos no mostré un efecto directo de la erupcion submarina,
excepto la concentracion de Chl a. Johnsonn et al. (2011) en su estudio con microalgas en un
gradiente de pH obtuvo como resultado concentraciones de Chl a menores en la estacién con
menor pH (7,4). Gao et al. (2010) obtuvieron una disminucidn del 17-21% en los valores de Chl
a de Gracilaria sessilis, ocurriendo lo mismo en Gracilaria spp (Andria et al. 2001) y G.
tenuistipitata (Garcia-Sanchez et al. 1994) mientras crecen bajo altas concentraciones de CO,.
Nuestros datos revelan mayores concentraciones de Chl a para S1 (pH=7,4) con respecto al
resto de localidades, aunque también encontramos la diferencia una vez finalizado el evento
eruptivo (pH= 8,1). Esta diferencia entre los resultados obtenidos en nuestro estudio y los
obtenidos por otros autores pueden ser debidas a la duracién del evento eruptivo y a la
distancia a la que se encontraban el foco eruptivo. Las respuestas fisioldgicas pueden ser
variables dependiendo de la especie y de la duracién de enriquecimiento de CO, (Zou & Gao,
2010). No pudo constatarse cuanto tiempo se vieron expuestas las zonas de estudio a pH
bajos, por lo que pensamos que no fue el tiempo suficiente como para producir cambios a

nivel pigmentario.

La erupcion submarina de la isla de El Hierro ha supuesto un laboratorio natural donde
los principales estresores asociados al cambio climatico actian a la vez, teniendo un impacto
directo sobre la estructura y funcionamiento de los ecosistemas, ademas de proveer de una
oportunidad clave para investigar las adaptaciones de los organismos bentdnicos y
comunidades (Hall-Spencer et al. 2008). En nuestro estudio, las condiciones de la erupcion
volcanica provocaron para Padina pavonica su descalcificacion (cambio morfoldgico), pérdida
de capacidad protectora (fenoles), y pérdida en eficiencia fotosintética y aumento de la

irradiancia de saturacién (Ek), necesitando asi mas energia para la asimilacion del carbono. Sin
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embargo, el rendimiento dptimo fotosintético y la abundancia no se vieron alterados en las
localidades directamente afectadas por el proceso eruptivo. Para Lobophora variegata no
encontramos cambios en cobertura, manteniendo su eficiencia fotosintética y rendimiento
fotosintético optimo, aunque si observamos la pérdida de compuestos foto-protectores
(fenoles) durante el periodo de erupcidn submarina. La disminucion del pH registrada durante
el proceso eruptivo fue similar a las predichas por modelos de cambio climatico global, donde
se prevé que el pH decrecerd en 0,3-0,4 unidades: por tanto, los resultados que emergen de
estas investigaciones nos ayudaran a entender como el futuros escenarios climaticos pueden
impactar sobre la biota marina, en particular macroalgas pardas del medio intermareal. Todo
resultado sobre la quimica en el agua de mar y las respuestas biolégicas asociadas a la
acidificacion en el océano, ya sea a través de mediciones temporales costeras o en océano
abierto, a través de experimentos de manipulacién en mesocosmos y la monitorizacidon usando
datos de satélite (lglesias-Rodriguez et al. 2010), ayudarian a determinar a escala global las
consecuencias a distintos niveles de organizacidon, desde el molecular hasta el nivel

ecosistema.
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Conclusiones

La variacion del rendimiento maximo fotosintético (Fv/Fm) y de la tasa de transporte
electronico (ETR) han revelado que mas que los cambios graduales, son los cambios
relativamente rapidos en los cambios de estacidn los que parecen ser relevantes en la
capacidad fotosintética y estado fisioldgico de F. spiralis y a su consecuente
aclimatacién a corto o medio plazo

El Fv/Fm y el ETR de las algas pardas recolectadas en Lanzarote han revelado que
decrecen debido a la combinacion de la radiacion fotosintética (PAR) y UV y a su
distribucién vertical en la costa. La fotoinhibicion fue mayor en las especies
submareales que en las intermareales

La zonacidn de las distintas especies del género Cystoseira en Canarias esta restringida
fisiolégicamente, donde las especies mds someras o con situacién mds elevada en la
costa poseen mecanismos de aclimatacién mas activos a los distintos estresores

ambientales que las especies mas profundas.

El patron de zonacion esta determinado fisiolégicamente, y que varia segun la especie;
el alga parda C. humilis muestra mejor aclimatacién a altas irradiancias y temperaturas
gue otras especies del género Cystoseira que crecen a mas profundidad y que la

especie de alga roja D. simplex

Se produjo un ajuste en el aparato pigmentario de las macroalgas de estudio,
observandose una disminucidon del contenido en pigmentos en la estacién con
mayores irradiancias (septiembre y octubre), y a corto plazo, en las horas de maxima
irradiancia

El contenido en pigmentos fue superior en especies submareales que en especies
intermareales, revelando la adaptacién a nivel pigmentario de las algas con la

profundidad
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Conclusiones

Se obtuvo una correlacién positiva entre el contenido en fenoles y la actividad
antioxidante revelando la accion de estos compuestos como mecanismo de
fotoproteccion

El contenido en fenoles fue mayor para especies intermareales que submareales,
revelando un patrén de zonacidén con la profundidad

El contenido en aminodcidos tipo micosporina disminuyd en los ejemplares mas
profundos de D. simplex, revelando la capacidad de fotoproteccion de estos
compuestos

Los ratios C:N revelaron mayor peso del metabolismo del carbono en algas
intermareales y mayor asimilacién del N en algas submareales

La calcificacién de P. pavonica se vio afectada por la disminucién del pH debido a la

erupcién submarina, y se observé mayor porcentaje de descalcificacion a menor pH

Las condiciones de acidificacidn en las localidades impactadas de la isla de El Hierro
provocaron una disminucién en el contenido en fenoles durante el evento eruptivo,
recuperando los valores previos a la erupcion una vez finalizada la erupcién submarina

y se restablecieron los niveles de pH
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Capitulo 2

Tabla A1l. Resultados del ANOVA para rendimiento éptimo (Fv/Fm) en la localidad de Galdar y
Taliarte.

Gdldar Taliarte
MS F P MS F P

Es 0,0800 9,84 0,0137 0,0361 2,81 0,1437

Zo 0,0694 5,72 0,0221 0,0159 2,35 0,1462

Ti(Es) 0,0081 5,77 0,0001 0,0129 7,03 0,0001

EsxZo 0,0430 3,55 0,0325 0,0091 1,34 0,3267

ZoxTi(Es) 0,0121 8,60 0,0001 0,0068 3,70 0,0001
Residual 0,0014 0,0018

Tabla A2. Resultados del ANOVA para rendimiento efectivo (AF/F'm) y ETR para la localidad de
Galdar.

AF/F'm ETR
MS F P MS F p

Es 0,1114 3,6522 0,1220 295,049 29,8145 0,0060
Zo 0,0143 0,9082 0,4280 88,0604 14,4691 0,0020
pt 0,0484 4,8454 0,0800 18,6718 1,1263 0,3370
Ti(Es) 0,0305 8,3408 0,0020 9,8962 12,5058 0,0010
EsxZo 0,0473 3,0025 0,0420 89,0430 14,6305 0,0010
Esxpt 0,0052 0,5206 0,7420 5,8212 0,3511 0,8310
Zoxpt 0,0524 2,7064 0,0980 753,163 52,4617 0,091
ZoxTi(Es) 0,0157 4,3076 0,0020 6,0861 7,6910 0,0010
ptxTi(Es) 0,0100 2,7325 0,0220 16,5779 20,9495 0,0010
EsxZoxpt 0,0433 2,2380 0,0840 65,1246 4,5363 0,0230
ZoxptxTi(Es) 0,0194 5,2926 0,0020 14,3564 18,1422 0,0010

Residual 0,0037 0,7913
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Tabla A3. Resultados del ANOVA para rendimiento efectivo (AF/F'm) y ETR para la localidad de
Taliarte.

AF/Fm ETR
MS F P MS F P

Es 0,1114  3,6522 0,1220 379,242 19,3738 0,0100
Zo 0,0143  0,9082 0,4280 313,850 33,1520 0,0010
Ptalo 0,0484  4,8454 0,0800 131,071 11,3683 0,0160
Ti(Es) 0,0305  8,3408 0,0020 19,5750 12,4412 0,0010
EsxZo 0,0473  3,0025 0,0420 183,835 19,4186 0,0010
Esxpt 0,0052  0,5206 0,7420 33,2640 2,8851 0,1570
Zoxpt 0,0524  2,7064 0,0980 124,530 20,4539 0,087
ZoxTi(Es) 0,0157 4,3076 0,0020 9,4670 6,0169 0,0010
ptxTi(Es) 0,0100 12,7325 0,0220 11,529 7,3278 0,0010
EsxZoxpt 0,0433  2,2380 0,0840 52,283 8,5874 0,0010
ZoxptxTi(Es) 0,0194  5,2926 0,0020 6,0883 3,8695 0,0010

Residual 0,0037 1,5734

(102 )



Anexo estadistico

Tablas A4. Resultados del ANOVA para contenido en fenoles, actividad antioxidante y pigmentos para la localidad de Galdar.

Fenoles ECs, Chla Chl c Carotenos
MS F P MS F P MS F P MS F P MS F P
Ti 12,647 31,344 0,0010 0,0088 8,8071 0,0010 0,4248 55,6923 0,0010 0,0929 44,4573 0,0010 0,2243 44,489 0,0010
Zo 5,9599 0,7229 0,5150 0,0051 0,5139 0,6170 0,2158  1,9666 0,2120 0,0061 0,4068 0,6630 0,1365 2,3150 0,1650
Ptalo 71,728 13,088 0,0100 0,0894 32,9063 0,0090 0,3879  2,3942 0,2070  0,0000 0,0004 0,9860 0,2120 2,9157 0,1710
TixZo 8,2442 20,431 0,0010 0,0100 9,9341 0,0010 0,1097 14,3833 0,0010 0,0149 7,1423 0,0010 0,0589 11,691 0,0010
TixPt 5,4802 13,581 0,061 0,0027 2,7064 0,0850 0,1620 21,2375 0,0730 0,0161 7,7298 0,085 0,0727 14,420 0,08
ZoxPt 8,1615 11,6397 0,2400 0,0034 0,4835 0,6150 0,0273  1,6488 0,2620 0,0160 5,4462 0,0400 0,0234  2,5322 0,1410
TixZoxPt 49774 12,335 0,0010 0,0070 6,9995 0,0010 0,0165 2,1678 0,0480 0,0029 1,4084 0,1950 0,0092  1,8337 0,0950
Residual 0,4035 0,0010 0,0076 0,0021 0,0050
Tablas A5. Resultados del ANOVA para contenido en fenoles, actividad antioxidante y pigmentos para la localidad de Taliarte.
Fenoles ECs Chl a Chl c Carotenos
MS F P MS F P MS F P MS F P MS F P
Ti 7,4965 25,4939 0,0010 0,0411 32,3787 0,0010 0,7339 31,3108 0,0010 0,1862 22,8608 0,0010 0,3100 42,763 0,0010
Zo 13,1006 4,6754 0,0410 0,0500 4,1910 0,0590 0,0055 0,0519 0,9590 0,0109 0,4616 0,6280 0,0089 0,1705 0,8440
Ptalo 230,796 453,085 0,0030 1,0806 64,5130 0,0020 0,0016 0,0087 0,9160 0,0411 4,1462 0,1360 0,0025 0,0856 0,7900
TixZo 2,8020 9,5291 0,0010 0,0119 9,3993 0,0010 0,1053 4,4929 0,0020 0,0236 2,8974 0,0110 0,0522  7,2067 0,0010
TixPt 0,5094 1,7323 0,060 0,0168 13,2043 0,084 0,1877 8,0093 0,068  0,0099 1,2169 0,3240 0,0287  3,9537 0,2180
ZoxPt 6,4182 2,4678 0,1540 0,0130 0,5005 0,6180 0,0140 0,2051 0,8040 0,0172 1,0411 0,3930 0,0102 0,2965 0,7480
TixZoxPt 2,6007 8,8445 0,0010 0,0260 20,5125 0,0010 0,0683 2,9158 0,0060 0,0165 2,0228 0,0490 0,0346 4,7669 0,0010
Residual 0,2940 0,0013 0,0234 0,0081 0,0072
(1)
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Exposicion-recuperacion

Tabla A6. Resultados del ANOVA para el rendimiento efectivo, rendimiento éptimo y rendimientos no fotoquimicos en las distintas especies de Cystoseiras.

Anexo estadistico

AF/F'm Fv/Fm Y(NO) Y(NPQ)
MS F P MS F P MS F P MS F [
Es 02171 4,465 0,0024 0,1539 3,886 0,0342 1,243 3,415 0,0498 0,3047 0,799 0,559
Ho 0,0406 4,693 0,0002 0,257 38520 0,0002 0,162 5446 0,006 0,018 0,1965 0,8254
EsxHo  0,0486 5619 0,0002 0,040 5944 0,0002 0,364 12,266 0,0002 0,381 4,286  0,0002
Residual  0,0087 0,007 0,030 0,089

Tabla A7. Resultados del ANOVA vias para los pardmetros de ETR .y, et Y EK y para el contenido de Cy N en las distintas especies de Cystoseiras.

ETRmax

O Ek C N
MS F P MS P MS F p MS F p MS F P
Es 20,398 4,530 0,021 0,0354 9,085 0,001 61.894 6,008 0,005 0,0578 0,68 0,7278 0,0032 0,0676 0,9974
Ho 10,512 5,028 0,0122 0,035 8,508 0,0018 41775,054 5,877 0,0072 0,1102 4,795 10,0196 0,0058 5,389 0,0338
EsxHo 4,503 2,154 10,0486 0,004 0,900 0,5384 10301986 1,449 0,2024 10,0849 3,695 0,0032 0,0473 43,866 0,0002
Residual 2,091 0,004 7108,867 0,023 0,0011
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Tabla A8. Resultados del ANOVA para el contenido en fenoles, actividad antioxidante (ECso) y contenido en pigmentos en las distintas Cystoseiras.

Fenoles ECs, Chla Chl c Carotenos

MS F P MS F P MS F P MS F P MS F P

Es 2,313  0,0673 0,9978 1,644 0,3228 09666 0,17 0,1981 10,9784 0,005 0,3472 0,8956 0,0947 0,2446 0,9536

Ho 20,136 87,185 0,0002 0,0065 1,399 0,2552 0,9735 10,932 0,0026 0,0318 16,542 10,0004 0,354 14,522 10,0018

EsxHo 34,360 148,771 0,0002 5,094 1102,205 0,0002 0,858 9,635 0,0002 0,0143 7,440 0,0002 0,3871 15,880 0,0002
Residual 0,231 0,0046 0,0891 0,0019 0,0244
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Anexo estadistico

Ciclo diario

Tabla A9. Resultados del ANOVA para el rendimiento efectivo, rendimiento éptimo y rendimientos no fotoquimicos en las distintas especies de algas pardas.

AF/F'm Fv/Fm Y(NO) Y(NPQ)
MS F Ms F P Ms F P MS F P
Es 02254 8702 0,0004 0,892 7,536 0,0008 02579 4,343 0,004 0,0265 0,2138 0,9446
Ho 0,577 52,5592 0,0002 0,0636 22,365 0,0002 0,118 18335 0,0002 0,058 3,90 0,0026
EsxHo 00259 8637 00002 00118 4,163 00002 0,0594 9,228 0,0002 0,1237 820 0,0002
Residual 0,003 0,0028 0,0064 0,0151

Tabla A10. Resultados del ANOVA para los parametros de ETR.x, 0err Y Ek y para el contenido de Cy N en las distintas especies de algas pardas.

ETRpmax Qer Ek C N
MS F P MS F P MsS F P Ms F P Ms F P
Es 2648,717 4,653 0,0594 0,0302 4,921 0,0386 6230621 2,021 0,2454 4,806 0,7473 0,654 0,089 2,226 0,081
Ho  22291,485 73,415 0,0002 0,0228 7,459 0,0118 248111,912 120,704 0,0002 76,168 136,727 0,002 0,0735 21,449 0,0002
EsxHo 569,316 1,875 0,1364 0,0061 2,008 0,1156 3082944 1500 0232 6,431 11,545 0,002 0,04 11,668 0,0002
Residual 303,639 0,0031 205,544 0,5571 0,0034
(s )



Anexo estadistico

Tabla A11. Resultados del ANOVA para el contenido en fenoles, actividad antioxidante (ECsg) y contenido en pigmentos en las distintas algas pardas.

Fenoles ECs, Chla Chl c Carotenos

MS F P MS F P MS F P MS F P MS F P

Es 712,585 0,8327 05392 57,155 2,562 0,037 0,0992 0,6213 0,7352 0,003 0456 0,8156 0,0428 0,2733 0,931
Ho  4606,779 104,503 0,0002 110,944 458,446 0,0002 0,1297 26,136 0,0002 0,0208 45,734 0,0002 0,2991 14,051 0,0002
EsxHo 855749 19,412 00002 22,313 92,203 0,0002 0,1597 32,190 0,0002 0,0065 14,251 0,0002 0,1567 7,361 0,0002
Residual 44,083 0,242 0,005 0,0005 0,0213
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Capitulo 4

Cystoseira humilis

Anexo estadistico

Tabla A12. Resultados del ANOVA para el rendimiento efectivo, rendimiento éptimo y rendimientos no fotoquimicos de C. humilis.

AF/F'm Fv/Fm Y(NO) Y(NPQ)
MS F P MS F P MS F P MS F P
Es 0,1965 3,843 0,0668 0,1154 11,761 0,1212 0,0349 1,460 0,4432 0,2875 0,1712 0,8244
Ho 0,2023 61,375 0,0002 0,0008 2,643 0,1076 0,1589 10,488 0,0026 3,265 5,819 0,0176
EsxHo 0,0511 15,519 0,0002 0,0098 32,059 0,0002 0,0239 1,578 0,2156 1,680 2,994 0,0616
Residual 0,0033 0,0003 0,0152 0,5611
Tabla A13. Resultados del ANOVA para los parametros de ETR.x, 0err Y Ek y para el contenido de Cy N de C. humilis.
ETR 0x Olerr Ek C N
MS P MS F P MS F P MS F P MS F P
Es 2027,17 13,370 0,0935 0,0204 3,348 0,266 29,660 257,537 0,038 3,561 1,112 0,4606 0,0354 0,7116 0,6218
Ho 124,71 0,3215 0,0068 9,800 0,0108 0,1364 0,0617 0,8065 9,968 930,512 0,0002 0,1294 475,902 0,0002
EsxHo 151,62 0,297 0,0061 8,792 0,0086 0,1152 0,0521 0,9505 3,203 298,955 0,0002 0,0497 182,924 0,0002
Residual 115,92 0,0007 2,210 0,0107 0,0003
(1)



Anexo estadistico

Tabla A14. Resultados del ANOVA para el contenido en fenoles, actividad antioxidante (ECso) y contenido en pigmentos de C. humilis.

Fenoles ECs, Chla Chl c Carotenos

MS F P MS F P MS F P MS F P MS F P

Es 0,9752 10,431 0,1152 3,311 0,8433 10,6034 1,946 0,8974 0,5058 0,5062 0,2947 0,8244 3,321 12 0,2106

Ho 0,1882 9,965 0,0084 1,150 1,257 0,2726 0,1562 0,0646 0,7918 2,858 30,478 0,0002 0,2858 1,574 10,2236

EsxHo  0,0935 4,951 0,0258 3,926 4,291 0,038 2,168 10,8965 0,4188 1,718 18,316 0,0014 0,2858 1,574 0,2478
Residual 0,0189 0,915 2,418 0,0938 0,1816
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Digenea simplex

Anexo estadistico

Tabla A15. Resultados del ANOVA para el rendimiento efectivo, rendimiento éptimo y rendimientos no fotoquimicos de D. simplex.

AF/F'm Fv/Fm Y(NO) Y(NPQ)
MS F P MS F P MS F P MS F P
Es 0,0185 0,909 0,6464 0,0021 0,3835 0,7032 0,0103 0,1758 0,912 0,0095 2,480 0,2462
Ho 0,0108 5,054 0,0284 0,032 39,348 0,0002 0,0069 0,9354 0,3836 0,0002 0,0522 0,829
EsxHo 0,0203 9,480 0,0002 0,0055 6,726 0,0052 0,0588 8,006 0,0004 0,0038 0,9377 0,3942
Residual 0,0021 0,0008 0,0073 0,0041
Tabla A16. Resultados del ANOVA para los parametros de ETR.y, 0err Y Ek y para el contenido de Cy N de D. simplex.
Oerr Ek Cc N
MS P MS F P MS F P MS F P MS F P
Es 7,910 0,2625 0,0002 2,250 0,2106 516,947 0,0801 0,943 0,0018 0,2496 0,7492 0,3346 1,218 10,4884
Ho 0,6923 0,682 0,0001 8,000 0,0144 1445,607 0,4225 0,5235 0,0698 139,959 0,0002 0,024 4,064 0,0686
EsxHo 1,921 0,667 0,0001 8,000 0,0166 6453,963 1,886 0,204 0,0074 14,848 0,001 0,2747 46,561 0,0002
Residual 4,432 0 3421,342 0,0005 0,0059
{ 200 }



Anexo estadistico

Tabla A17. Resultados del ANOVA para contenido en pigmentos de D. simplex.

Chl a Chld Carotenos
MS F P MS F P MS F P
Es 0,0919 1,652 0,4474 0 0,1117 0,8244 0,038 2,106 0,3912
Ho 0,0009 0,1571 0,7072 0,0001 3,992 0,0354 0,0076 2,300 0,1576
EsxHo 0,0556 9,450 0,0034 0,0001 3,126 0,0358 0,0181 5,462 0,0184
Residual  0,0059 0 0,0033

Tabla A18. Resultados del ANOVA para en contenido en aminodcidos tipo micosporina en extractos de D. simplex.

% MAA:s totales % Shinorine % Porphyra-334 % Palytina % Asterina % MAAs 2-glicina
MS F P MS F P MS F P MS F P MS F P MS F P
Es 0,975 10,431 0,1152 3,311 0,8433 0,6034 1,946 0,8974 0,5058 0,506 0,2947 10,8244 3,321 12 0,2106 5,354 4,053 0,0526
Ho 0,188 9,965 0,0084 1,150 1,257 0,2726 0,156 0,0646 0,7918 2,858 30,478 10,0002 0,285 1,574 10,2236 2,541 4,399 0,0636
EsxHo 0,093 4,951 0,0258 3926 4,291 0038 2,168 0,8965 0,418 1,718 18,316 0,0014 0,285 1,574 10,2478 1,321 2,286 0,1418
Residual 0,018 0,915 2,418 0,093 0,181 0,577
(o )



Anexo estadistico

Capitulo 5

Tabla A19. Resultados del ANOVA realizado para los datos de cobertura de las macroalgas de estudio.

Padina pavonica Lobophora variegata
MS F P MS F P

Ti 2299,0868 3,74 0,0794 1244,2951 0,86 0,5125
lvsC 494,0833 0,00 0,0000(no test) 1402,9219 0,00 0,0000 (no test)
Lo(1) 3151,4167 5,13 0,0503 2021,2005 1,39 0,3189
Tixl 409,6285 0,67 0,6026 1282,0156 0,88 0,5014
TixLo(l) 614,5417 2,24 0,0413 1452,7943 6,21 0,0000
Residual 274,0057 233,9543

Tabla A20. Resultados del ANOVA para los porcentajes de descalcificacién de P. pavonica entre los distintos tiempos.

Morfologia Padina pavonica

MS F P
Ti 40642,9514 271,2547 0,0002
Lo 19160,6533 1,5643 0,2886
TixLo 12248,3423 81,7465 0,0002
Residual 149,8332
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Anexo estadistico

Tabla A21. Resultados del ANOVA de P. pavonica para los parametros fotosintéticos.

Fv/Fm ETRmax QR Ek
MS F P MS F P MS F P MS F P
Ti 0,0142 0,0999 0,7902 79,2503 0,0686 0,8820 0,0657 3,9940 10,2160 0,7703 1,4979 0,4336

Lo 0,8637 3,1159 0,1222 1086,6267 1,0126 0,4474 0,1587 36,3206 0,0060 1,1300 39,4582 0,0014
Ho 12076 202,0892 0,0002 4572,4461 11,8110 0,0002 0,1162 14,7088 0,0002 0,1370 1,0836 0,3480
Tixlo 02444 00,8728 04896 3779,6634 19876 0,2462 0,0175 16229 0,3142 0,7802 83901 0,0438
TixHo 01427 23,8732 0,0002 1154,6741 2,9826 0,0640 0,0165 2,0840 0,1396 0,5142 4,0669 0,0290
loxHo 02772 46,3872 0,0002 1073,0884 2,7719 0,0436 0,0044 05534 0,7066 0,0286 0,2265 0,9228
TixLoxHo 10,2800 46,8660 0,0002 1901,6294 4,9121 0,0026 0,0108 1,3620 10,2730 0,0930 0,7355 0,5782
Residual 0,0060 387,1329 0,0079 0,1264

Tabla A22. Resultados estadisticos para el contenido en fenoles, actividad antioxidante y contenido en pigmentos de P. pavonica.

Fenoles ECs Chl a Chl c Carotenos
MS F P MS F P MS F P MS F P MS F P
Ti 355,339 14,69 0,0618 0,765 27,18 10,0349 0,5596 64,97 0,0150 4,8484 54,57 10,0178 0,360 61,59 0,0159
Lo 200,208 19,86 00084 0,001 0,00 09991 25294 73,31 0,0007 22,722 45,39 0,0018 1,292 30,62 0,0038
Ho 21,8493 2,29 0,1159 0,134 19,06 0,0002 0,1323 5,56 0,0079 0,0433 0,30 0,7408 0,067 4,74 0,0149
TixLo 182,851 7,62 0,0432 0,012 037 0,7113 0,3057 5,59 0,0595 0,7321 1,43 03391 0,225 4,03 0,1102

TixHo 24,1970 2,54 0,0933 0,028 3,99 0,0272 0,0086 0,36 0,6989 0,088 062 05430 0,005 041 0,6665

LoxHo 10,0828 1,06 0,3920 0,055 7,90 0,0001 10,0345 1,45 0,2379 0,5006 3,50 0,0163 0,042 296 0,0327
TixLoxHo 23,9955 2,51 0,0585 0,033 4,76 0,0035 10,0547 2,30 00778 05104 3,57 0,0150 0,056 3,93 0,0095
Residual 9,5425 0,007 0,0238 0,1430 0,014
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Anexo estadistico

Tabla A23. Resultados del ANOVA de L. variegata para los parametros fotosintéticos

Fv/Fm ETR max Cetr Ek
MS F P MS F P MS F P MS F

Ti 0,3100 14,5891 0,1028 14710,5104 3,4230 0,1330 0,0212 1,2696 0,3636 1,5890 29,7543 0,0306

Lo 0,7590 7,6387 0,0560 467,1776 0,1555 0,8274 0,0260 2,9992 0,1874 0,2885 1,7423 0,2756

Ho 1,9677 212,5145 0,0002 2386,7973 7,2134  0,0020 0,0229 9,8843 0,0006 0,0685 1,3787 0,2716

TixLo 0,5524 3,2596  0,1466 1476,2403 1,0409 0,4508 0,0016 0,3123 0,7500 0,1690 1,6851 0,3006

TixHo 0,0212 2,2947  0,1040 4297,5413 12,9880 0,0002 0,0167 7,2142  0,0030 0,0534 1,0755 0,3596

LoxHo 0,0994 10,7310 0,0002 3004,8433 9,0812 0,0002 0,0087 3,7382 0,0120 0,1656 3,3352 0,0182

LoxTixHo 0,1695 18,3028 10,0002 1418,2816  4,2863 0,0066 0,0052 2,2560 0,0764 0,1003 2,0201 0,1100

Residual  0,0093 330,8848 0,0023 0,0497
Tabla A24. Resultados estadisticos para el contenido en fenoles, actividad antioxidante y contenido en pigmentos de L. variegata.
Fenoles ECs Chl a Chl c Carotenos
MS F P MS F P MS F P MS F P MS F P
Ti 0,2599 13,8465 0,0314 0,013 10,7031 0,0684 7,320 118,389 0,0492 0,2035 0,4458 0,5758 0,444 11,6525 0,0866
Lo 1,1334 29,2755 0,0124 0,022 5,0613 0,1100 6,082 445,468 0,0024 10,041 140,319 0,0084 0,117 15,8545 0,0144
Ho 0,0574 2,4683 0,1014 0,001 0,8836 0,4272 0,050 2,7773 0,0790 0,0860 1,4846 0,2400 0,052 3,6031 0,0456
TixLo 0,5076 2,5364 0,1984 0,003 0,8065 0,5162 4,653 39,9181 0,0078 0,7632 2,7868 0,1672 0,001 0,0159 0,9828
TixHo 0,0188 0,8069 0,4466 0,001 1,0861 0,3522 0,061 3,3947 0,0434 0,4564 7,8823 0,0016 0,038 2,6292 0,0826
LoxHo 0,0387 1,6640 0,1796 0,004 4,0141 0,0114 0,013 0,7495 0,5616 0,0716 1,2360 0,3212 0,007 0,5088 0,7300
TixLoxHo 0,2001 8,6023 0,0002 0,003 3,2932 0,0214 0,116 6,3996 0,0012 0,2739 4,7300 0,0038 0,083 5,7777 0,0018
Residual 0,0233 0,001 0,018 0,0579 0,014
[ 200 ]









