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1. Resumen.

Uno de los factores determinantes en la variabilidad de las repuestas fotosintéticas es la variacion
de la radiacion solar. Las disminuciones de ozono globales mostradas a través de imagen satelital
entre los afios 1979 a 1993 han implicado un aumento significativo de radiacién UV en latitudes
altas y medias. Lessonia nigrescens pertenece al orden Laminariales, se encuentra a lo largo de
todo Chile continental y es la especie mas abundante en la franja intermareal, por lo tanto
representa un importante organismo para evaluar el efecto de la radiacion UV sobre algunos
aspectos de fotosintesis, en particular la asimilacion de carbono y fluorescencia de clorofila, y
como ellos estan integrados en los patrones morfo-funcionales del alga. Los experimentos se
basaron en la determinacion de la asimilacién de **C fotosintética y no fotosintética, esta Gltima
fue medida en oscuridad. Paralelamente se llevaron a cabo medidas de fluorescencia de clorofilas
del fotosistema I, medida como el rendimiento cuéntico maximo (Fv/Fm), la cual indica la
capacidad de conversion de energia foténica. Ambos tipos de determinaciones fisiolégicas fueron
llevadas a cabo en algas previamente expuestas, a partir de lamparas a distintas combinaciones de
radiacion UVB, UVA vy visible (PAR). Los resultados muestran una diferenciacion a lo largo del
talo de la asimilacién de **C donde las mayores tasas se encuentran en las frondas, en particular,
la zona meristematica muestra mayor asimilacion de **C no-fotosintética lo cual podria indicar
una relacion entre ésta y la actividad de crecimiento. La exposicion a altas dosis de UV-B
activaron los mecanismos de fotoproteccion del alga produciendo fotoinhibicion primeramente en
Fv/Fm seguida de la asimilacién de **C la recuperacion de dichos parémetros fue alta para Fv/Fm
y muy baja para la asimilacion de *C reflejando una fotoinhibicién crénica producida

probablemente por la disminuciéon de las tasas de transporte de electrones. Una variacion



estacional de la asimilacion de carbono solo fue observada en el caso de la asimilacion de
carbono no-fotosintética, la cual podria estar asociada a las fases de crecimiento del alga. No se
observé correlacién entre la asimilacion de *C y las dosis de radiacién solar medidas en
Valdivia. Se concluye que la exposicion a dosis de radiacion UV, equivalente a la dosis de verano
en el habitat natural, a) afecta la asimilacién de **C y Fv/Fm, b) dosis de UV-B entre 100 a 400 kJ
m? causaron un 50 % de fotoinhibicién de Fv/Fm, y aproximadamente un 100 % de la

asimilacién *C. Existen altas tasas de asimilacion de '*C en oscuridad y éstas no muestra

variacion relacionadas a dosis de UV.



2. Abstract

Solar radiation is a major factor determining the variability in the photosynthetic responses. The
global decreases of ozone as shown through image satellite among the years 1979 at 1993 have
implied a significant increase of radiation UV over high and midlatitudes. Lessonia nigrescens
Bory, 1826 belonging to the order Laminariales, occurs along the Chilean coast and is the most
abundant species at the intertidal fringe. Thus, the species represents a key organism which is
suitable to evaluate the effect of the radiation UV on two major physiological parameters related
to photosynthesis: carbon assimilation and chlorophyll fluorescence. The study was focused on
the comparative effect of exposure to a combination of UV and PAR irradiances and dosage on
light **C assimilation and light-independent **C assimilation (measured in the dark) as well as the
quantum efficiency measured as chlorophyll fluorescence of photosystem 11 (PSII). The results
show a differentiation along the thallus in the **C assimilation with the highest rates being found
in the leafs. The highest rates of light-independent *C assimilation were measured in the
meristematic region of the frond which may be related to enhanced growth activity at this frond
part. The exposure to high doses of UV-B activated the mechanisms of photoprotection of the
alga expressed as photoinhibiton of photosynthesis firstly in the photochemical processes
(chlorophyll fluorescence) followed by the assimilation of carbon. In general, the recovery
following a shaded phase of algae was high for the chlorophyll fluorescence and slow for the
assimilation of carbon reflecting a chronic fotoinhibitin probably as a consequence the decrease
in the electron transport rates. The non photosynthetic **C assimilation of carbon showed a
seasonal variation, which could be associated to the growth phases of the alga. No correlation

among the **C assimilation and doses of solar radiation at Valdivia was detected. It is concluded



that the exposure to doses of radiation UV, equivalent to summer dose in the natural habitat, a)
affect both *C assimilation and quantum yield of fluorescence, b) weighted UV-B doses between
100 and 400 kJ m™ were required to cause 50 % photoinhbition of chlorophyll florescence,
whereas at similar doses decreases in **C assimilation were close to 100 %, c) high rates of

assimilation of *C exist in darkness and these don't show variation related to dose of UV.



3. Introduccidn.

La radiacion solar biolégicamente relevante comprende tres fracciones: la radiacion
ultravioleta o UV (en la banda de 280-400 nm) correspondiente al 10 % de la radiacion incidente,
la radiacion fotosintéticamente activa o PAR (entre 400-700 nm) equivalente al 40% vy la
radiacion infrarroja (entre 700-3000 nm) equivalente al 50%. Dentro de la radiacion UV se
encuentra la UV-C (>280 nm); la radiacién UV-B que comprende entre 280-315 nm y la UV-A
entre 315-400 nm (Holm-Hansen et al. 1993).

En las plantas la luz desarrolla diversas funciones entre ellas: ser la fuente de energia
necesaria para la asimilacion de carbono, participar en la disrupcion de las moléculas de agua,
activar las clorofilas y ser una sefial ambiental reguladora y moduladora de diversos procesos
metabdlicos y de desarrollo (Strasburger, 1994). Las plantas en forma esencial pueden percibir la
banda fotosintética, ademas de detectar radiacion UV vy roja lejana con fotorreceptores
especificos (Hader & Figueroa, 1997).

Fotosintesis se denomina a una serie de complejos procesos por medio de los cuales los
organismos vegetales (entre ellos las algas) y cianobacterias pueden convertir la energia radiante
del sol, en energia quimica. El proceso se divide en dos fases: fotoquimica, utilizacion de la
energia luminica para formar ATP y NADPH (energia y poder reductor) y fase de reduccién del
CO; en que el ATP y NADPH formados, a partir de los procesos fotoquimicos iniciales, son
utilizados como fuente de energia y poder reductor respectivamente.

Procesos fotoquimicos y fluorescencia de clorofilas: La luz solar (fotones) es absorbida por los
pigmentos fotosintéticos que se encuentran en los cloroplastos. En las algas existen tres

pigmentos principales que estdn directamente involucrados en la fotosintesis: Clorofilas,



Ficobiliproteinas y Carotenoides. En el caso de la clorofila existen varios tipos, entre ellos a, b, ¢;
y C,. La clorofila a es esencial en los centros de reaccion y se encuentra en todas las algas, la
clorofila b se encuentra en el grupo de las Chlorophytas y las clorofilas ¢; y ¢, en el grupo de las
Phaeophytas. Las Ficobiliproteinas son comunes en Rhodophyta y Cianobacterias. El que la
clorofila sea el pigmento central de la fotosintesis se debe al gran nimero de dobles enlaces
conjugados en la molécula, lo cual permite la existencia de numerosos electrones moviles
(electrones =), y por lo tanto se requiere muy poca energia para elevar un electron = a un nivel
superior. Los pigmentos fotosintéticos se organizan en estructuras denominadas antenas, las
cuales estan rodeando a los centros de reaccion (chl a), cuya funcién es transformar la energia
fotonica en electroquimica. En general, los fotones absorbidos (denominados excitones) son
canalizados a través de resonancia entre moléculas vecinas al centro de reaccion. Por esta razon
la energia de excitacion puede alcanzar finalmente la molécula de clorofila a, del centro de
reaccion, con el fin de ser incluida en el proceso redox de la fotosintesis. Otra propiedad de la
clorofila es actuar como protector del sistema fotosintético, al disipar el exceso de energia a
través de fluorescencia que consiste en la emision de un foton de baja energia entre 660-760 nm
El conjunto de moléculas de los complejos antena y centro de reaccién se denomina Fotosistema
(PS) y basicamente se distinguen dos, PSI'y PSII (Strasburger, 1994).

La energia absorbida en los centros de reaccion puede ser usada en tres vias diferentes: a)
conversion de energia fotoquimica del PSII, b) disipacién no fotoquimica de energia de
excitacion desde el complejo antena y los centros de reaccion, ejemplo, como calor y c)
disipacion como fluorescencia (complementaria al resto de vias). Cuando se utiliza la
fluorescencia de clorofilas para medir fotosintesis, los aumentos de la disipacion no-fotoquimica

y fotoquimica se conocen como “amortiguamiento”, en inglés “quenching” (Schreiber et al.



1994; Fig. 1). Por este motivo la fluorescencia de clorofila es considerada una indicadora de la
actividad fotosintética, ya que los cambios en la eficiencia de emision de fluorescencia reflejan
cambios en la eficiencia fotoquimica y en los mecanismos de disipacion de calor. La eficiencia de
emision es mayor cuanto menor es el amortiguamiento no fotoquimico.

La fluorescencia de la clorofila se origina principalmente en el PSII mientras que la
transferencia de la energia de excitacion al PSI debe ser considerada como una via adicional y
competitiva de de-excitacion (Fig. 1) ya que a temperatura ambiente mas del 90 % de la emision

de fluorescencia se origina en la clorofila presente en el PSII (Briantais et al. 1986).

o, Pl —p

PS 11 oS |
Fluorescencia o Chla
P680 5700

NADPH

Ciclo

Fig. 1: Amortiguamiento fotoquimico, disipacion .
Calvin-Benson

de calor y fluorescencia.

Asimilacion de carbono: La asimilacion de carbono consiste basicamente en un proceso llamado
ciclo de “Calvin-Benson” (Fig. 2). En la fotosintesis, la luz tiene la misién de preparar
equivalentes reductores y ATP (poder asimilador), sin embargo, para la fijacion y reduccién del
CO; la luz no es directamente necesaria. Por ello las reacciones enziméticas que se dan en el

estroma del cloroplasto reciben el nombre de *“reacciones oscuras”, aunque normalmente se den



junto con el transporte de electrones y al llegar la oscuridad cesen a consecuencia del
agotamiento de poder asimilador y del sustrato adecuado para la reaccion de carboxilacion. La
enzima que cataliza la reaccion de asimilacion es la Ribulosa 1,5, bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (Rubisco). La trasformacion del CO, con ayuda del poder de asimilacion
se formula de la siguiente manera:
6 CO, + 18 ATP + 12 NADPH + 12 H* =% C;H;,04 + 18 ADP + 18 P; + 12 NADP" + 6 H,O

La via del carbono se establecié gracias al uso de **CO, radiactivo. Este método se basa
en la incorporacién de **C en forma de carbono inorganico dentro de un &cido-estable de carbono
organico para formar por ejemplo, el acido fosfoglicérico, (una triosa o C-3) (Falkowski &
Raven, 1997). Para ello se utilizaron primeramente las algas como organismos de estudio. Estas
algas fueron colocadas en un medio que contenfa **C y se iluminaron por periodos cortos; se
mataron rapidamente, se extrajeron los productos que contenian *C, se separaron por

cromatografia y se identificaron por comparacion con sustancias conocidas.

1
3 moléculas 1 CO, i\
1
1

Rubisco
Ribulosa 1,5- bis-fosfato carboxilasa

6 moléculas

3 moléculas

Ribulosa-bi-Fosfato (Pentosa) Acido Fosfo%l(i;:irico (Triosa)
(RuBP) (PGA)
Fosfogliceraldehido NADPH,
(Triosa) ATP
(PGAL)

ATP l

Glucosa (hexosa)

v

Fig. 2: Ciclo de “Calvin — Benson” Azdcares (almidon)




Las plantas terrestres solo pueden conseguir el carbono inorganico como CO,. En el caso
de las algas también pueden utilizar HCOs-, ya que mucho del carbono inorgénico en el océano
puede estar disponible como bicarbonato. La enzima anhidraza carbdnica estaria realizando el
equilibrio entre la utilizacion de CO, y HCOs-.

Las algas contienen enzimas que pueden convertir compuestos C-3 y C-4 por
carboxilacién y decarboxilacion. Varios acidos oxalacetilicos (OAA) intermediarios del ciclo de
Krebs actian como aceptores de carbono desde la glicélisis. Estos son usados en biosintesis a
través de reacciones anapleurdticas (Lobban & Harrison, 1996). Varias enzimas carboxilasas
tienen la capacidad de fijar carbono inorganico para formar moléculas C-4, lo que se conoce
como fijacién de carbono en la oscuridad, carboxilacion no-fotosintética o “p-carboxilacion”
(Fig. 3). Existen dos enzimas particularmente importantes, la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa

(PEPCK) y fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC).

Fosfoenolpiruvato (PEP) C, u
/ [ |

Fosfogliceraldehido (PGA) C;

Ac. Oxalacético (OAA) C,

\4

P Piruvato Cs '\“\_
\ oo Acetiicoa :
T~ ! PEPC | //\
i~ S— 1 =T
Glicolisis — "= = —. . _——m T v
Amino é&cidos

(Malato, Aspartato, Citrato)

.

Ciclo de Krebs

Fig. 3: Carboxilacion no-fotosintetica o “p-carboxilacion”.




10

Las algas pardas (Phaeophytas) poseen altas tasas de fijacion de carbono independientes
de la luz, formandose malato, aspartato, citrato y alanina via PEPCK. En algas denominadas
“kelps” (orden Laminariales), la - carboxilacion puede llegar a constituir mas del 20% del total
del carbono fijado en el alga. La PEPCK permite recuperar parte del CO, perdido cuando el
piruvato es convertido en acetil co-enzima A en la glic6lisis. No hay diferencia en el rendimiento
de energia porque el ATP se genera del PEP, si el PEP se usa en la fijacion del CO; o se
convierte en piruvato en la glicolisis. Diversos azucares de bajo peso molecular (ejemplo,
manitol) pueden ser usados como sustrato en la glicolisis: en teoria un mol de manitol rinde dos
moles de PEP y puede refijar 2 moles de CO, (Kremer, 1981). ElI CO, fijado en los compuestos
C-4 no tiene que ser liberado de nuevo para regenerar el substrato de los compuestos C-3, sino

que ahi mismo puede haber fijacion de carbono neta (Lobban & Harrison, 1996).

Contexto ambiental y radiacion solar: Las reducciones en el ozono estratosférico (O3) permiten
que mas radiacion solar UV-B alcance la superficie de la tierra y por ende muchos procesos
quimicos y biologicos que ocurren en la biosfera y la troposfera podrian verse afectados
(Madronich et al. 1994). En la zona polar del Hemisferio Sur, el nivel superficial de ozono
muestra una disminucién del 7% por década (Madronich et al. 1994). Una disminucion del 1%
del ozono estratosfeérico total puede causar un incremento del 2% de UV-B que llega a la
superficie de la Tierra, dependiendo de la estacidn y el angulo cenital del sol. Si bien la UV-B es
menor al 1% del flujo total de radiacion solar que llega a la superficie de la Tierra ésta es
altamente energética y el impacto en los organismos puede ir desde dafio en las estructuras
celulares, alteracion en los procesos de productividad primaria hasta efectos a nivel del

ecosistema (Cockell & Blaustein, 2001).



11

La degradacion del ozono es causada principalmente por una perturbacion antropogénica,
debido a la emision de compuestos cloro-fluoro-carbonados (CFCs) a partir de procesos
industriales, incluida la polucién del vértice estratosférico que ha sido una caracteristica
dominante durante un largo tiempo. El ozono y los CFCs son transportados desde latitudes bajas
a las regiones polares, lo cual depende fuertemente de los procesos atmosféricos globales
(Gernandt et al. 1998).

Los reportes sugieren que la extension del area que corresponde a la disminucion de la
capa ozono esta influenciando més alla del continente Antartico y alcanza areas pobladas del
Hemisferio Sur. Estos reportes han causado mucha preocupacion, particularmente, en Tierra del
Fuego, la cual es una region ubicada a 1000 km al norte del continente Antartico (Orce &
Helbling, 1997) y vecina a la region mas austral de nuestro pais. En Valdivia (40° S), la cual se
encuentra al margen del vertice Antartico, la incidencia de masas de aire pobres en 0zono son
mas bien esporadicas, sin embargo episodios de alta radiacion de 305 nm han sido observados:
por ejemplo el dia 9 de Diciembre de 1998, que coincidié con cantidades baja de ozono en el
norte de esta ciudad. Durante 2 horas las tasas de dosis (irradiancia) excedieron los 30 pW cm? y
durante pocos minutos las irradiancias de UV-B fueron cercanas a 35 uW cm, muy por sobre el

nivel normal que alcanza un promedio de 9 pW cm™ (Lovengreen et al. 2000).

Macroalgas y radiacion: Uno de los factores determinantes en la variabilidad en las repuestas
fotosintéticas es la variacion diaria de la radiacion solar (Falkowski & Raven, 1997). Es usual que
el exceso de luz repercuta en el aparato fotosintético y en diferentes procesos que involucran los
mecanismos de defensa a los excesos de energia luminica. La formacion y activacion de estos

mecanismos resultan en la fotoinhibicion.
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La fotoinhibicion probablemente es el resultado de dos procesos: primero la activacion de
la fotoproteccién cuando las plantas poseen mecanismos que se ocupan del exceso de energia. En
segundo lugar procesos de trasformacion del ciclo de los pigmentos xantéfilos, lo cual resulta en
el incremento de la disipacion de la energia termal. La fotoinhibicidn es una funcion del PSIl y
esta relacionado con los cambios estructurales de la proteina tilacoidal D1 (Hanelt et al. 1994,
1997; Anderson et al. 1997; Magnusson, 1997; Hanelt, 1998). La limitacion de nutrientes como
carbono y nitrégeno también pueden causar fotoinhibicién (Magnusson, 1997). La fotoinhibicion
del PSIlI no es necesariamente un proceso perjudicial, sino mas bien una estrategia de
aclimatacion de plantas al estrés luminico, que permite la proteccion molecular. El retorno a
condiciones normales permite que se restauren los centros del PSIlI que todavia acumulan
proteina D1 junto con la nueva sintesis de ésta (Anderson et al. 1997).

Las macroalgas por ser organismos sesiles no poseen las mismas caracteristicas del
fitoplancton para adaptarse a los cambios de luz. Las macroalgas tienen que optimizar el uso de la
luz perfeccionando la absorcién de fotones PAR requeridos en su fotoquimica y evitando
principalmente los efectos perjudiciales de la radiacién UV (Figueroa et al. 2003).

Para el caso de algas del sur de Chile, en un estudio realizado en varias especies de
macroalgas, Macrocystis pyrifera, la cual coexiste en el infra-mareal con Lessonia nigrescens y
Durvillaea antarctica, presento una variacion estacional de la fotosintesis y del contenido de
pigmentos fotosintéticos lo cual podria indicar fendmenos de foto-aclimatacion. De hecho esta
especie muestra una disminucién del 25% de la fluorescencia luego de 2,5 horas de tratamiento
con radiacion PAR+ UV-A+ UV-B. Esta reduccion fue mayor a la encontrada en algas del
intermareal medio tales como Ulva o Chaetomorpha (Gomez et al. 2004), las cuales tampoco

presentan una marcada variacion estacional en sensitividad a la radiacion solar (Vegas et al.
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2004). En el caso del alga estuarina Gracilaria chilensis, comun en ambientes muy turbios, la
fotosintesis decreci6 entre 12-15% en ejemplares expuestos a 3 horas con radiacion PAR, UV-A
y UV-B; luego de 3 horas en recuperacion a condiciones de bajo PAR los ejemplares expuestos a
radiaciéon UV-B presentaron una menor recuperacion en las tasas fotosintéticas (88%) que los

tratados con PAR y UV-A (94-100%) (*Gomez et al. 2005).

El factor morfo-funcional en algas del orden Laminariales: En términos generales las algas
de este orden se dividen en tres partes estructurales: rizoide (parte adherida al sustrato), estipe y
fronda (Fig. 4). En particular la Familia Lessoniaceae se caracteriza por un crecimiento a través
de un meristema intercalar entre estipe y fronda que va agregando tejido a ambas estructuras. La
fronda permanece con la misma longitud ya que el aumento de esta, en la base de la fronda, a
menudo compensa la pérdida por abrasion del pice. Las algas sufren un fraccionamiento de la
fronda dividiéndose varias veces de forma dicotémica. Este fraccionamiento se extiende bajo la
base del meristema, esto significa que la produccion de frondas secundarias lleva implicita la
formacion de estipes secundarios (Fig. 5). Las frondas de la mayoria de las Laminariales tienen
una vida de un afio, pero en muchos casos la base de la fronda y el estipe son perennes. La causa
mas frecuente de mortalidad de las frondas parece ser el desprendimiento del alga en las rocas,
producido por fuertes tormentas (Lee, 1989).

En las laminariales del hemisferio norte la tasa de crecimiento es alta a fines de invierno y
primavera, basado en la utilizacion de carbohidratos de reserva obtenidos en los meses de verano
(Johnston & Raven, 1986), una estrategia que va unida a la diferenciacion a lo largo del talo de la
asimilacién de carbono via Rubisco y PEPCK. Kipper & Kremer (1978) encontraron que la

mayor actividad de Rubisco se encuentra en la zonas apicales de la fronda las cuales estas
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disefiadas para realizar la fotosintesis y el almacenamiento de sustancias organicas de reserva, en
contraste, con la mayor actividad de PEPCK en el meristema o zona de crecimiento. En este
sentido, ®Cabello-Pasini & Alberte (2001) estimaron que los niveles de pigmentos varian a lo
largo del talo en Laminariales encontrdndose en mayor cantidad en zonas apicales por lo tanto
sugieren que fluctuaciones en los niveles de pigmentos regulan la incorporacién de carbono
fotosintético. En contraste con la asimilacion no-fotosintética que no es dependiente de los

niveles de pigmentos.

Fig. 4: Partes estructurales de Lessonia nigrescens. Fig. 5: Fraccionamiento dicotomico de la fronda con
formacién de frondas y estipes secundarios.

En general, el efecto de la radiacion UV sobre los patrones morfo-funcionales en algas
pardas no ha sido evaluado en detalle. "Gémez et al. (2005) determinaron un decrecimiento del
45% en el rendimiento cuantico maximo (Fv /Fm) en ejemplares de Lessonia nigrescens
expuestas a 12 horas a radiacion PAR + UV-A + UV-B, los cuales no mostraron recuperacién

luego de 12 horas a condiciones de bajo PAR.

Un caso de estudio: Lessonia nigrescens Bory, 1826 pertenece al orden Laminariales y se
caracteriza por ser la especie mas abundante, dominante en biomasa y cobertura en la franja

intermareal-submareal de roguerios expuestos y semi-expuestos a lo largo de Chile continental.
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Pueden medir hasta 4 m de largo, de color verde-pardo posee un rizoide macizo el cual origina
estipe cilindricos que se comprimen en sentido apical, las frondas llegan a medir 20 cm de largo y
son de forma linear o linear-lanceolada. En Chile se extiende de Arica a Tierra del Fuego
(Santelices, 1989). Aparte de un estudio reciente ("Gémez et al. 2005), no existe informacion

acerca de procesos ecofisioldgicos relacionados con la luz en esta especie.

Problemética: El efecto de la radiacion UV sobre los procesos fotoquimicos en varias
algas intermareales incluida Lessonia nigrescens esté establecido (Gémez et al. 2004, "2005;
Vegas et al. 2004). Sin embargo, el efecto sobre otros procesos, que son posteriores y que
involucran procesos enzimaticos, no ha sido evaluado en estas especies. En el presente estudio, se
establece que los efectos de radiacion UV sobre la asimilacion de carbono, tiene
comparativamente consecuencias diferentes para el alga que aquellos que se observan al evaluar
efectos sobre el rendimiento cuéntico de fluorescencia. La fluorescencia es un indicador de la
actividad fotosintética y ésta junto con la concentracion de pigmentos, decrece a altos niveles de
radiacion UV llegando a producir fotoinhibicion. Por otra parte se puede asumir que en Lessonia
nigrescens la asimilacion de carbono fotosintética también es afectada por niveles altos de
radiacién UV; esto por una disminucion en la tasa de transporte de electrones y por otro lado de
un efecto directo de la radiacion sobre Rubisco u otras moléculas claves del ciclo de Calvin-
Benson. Por contraste, la asimilacion de carbono no-fotosintético, en una primera instancia no se
veria afectada ya que es dependiente de los compuestos de reserva, sin embargo, se presume que
pasado un tiempo, debido al agotamiento de los precursores generados por la via Rubisco,

también exhibiria una disminucidn en sus tasas.
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Los efectos en la asimilacion de carbono a altos niveles de radiacion UV variarian en
distintas partes del alga ya que los procesos fotoquimicos se realizan en mayor magnitud en las
frondas, por lo tanto se puede inferir que es en ésta donde la asimilacion carbono fotosintética
seria méas afectada. Dentro de la misma fronda también existiria una variacion en los efectos de la
UV ya que si consideramos que la fronda puede ser dividida longitudinalmente en tres zonas;
basal (meristematica), intermedia (madura) y apical, estas dos ultimas serian mas vulnerables ya
que es ahi donde se realizan mayoritariamente los procesos fotoquimicos.

Por otro lado, es interesante evaluar el efecto de la radiacion UV sobre frondas
provenientes de algas de distinto tamafio (o edad). En general, la literatura (Dring et al. 1996;
Hanelt et al.1997, etc.) indica que algas de mayor tamafio son mas tolerantes al exceso de
radiacién que ejemplares juveniles, por lo tanto se podria pensar que algas jovenes en pleno
crecimiento serian mayormente afectadas por la radiacion UV que algas adultas, las cuales ya
tienen una historia de exposicion a la radiacion, son mucho mas masivas y han podido probar
diferentes estrategias de fotoproteccion a lo largo de su vida.

Una sincronizacion estacional entre la fotosintesis y el crecimiento del alga esta integrado
dentro de los patrones morfo-funcionales de las algas pardas. En general, las Laminariales
presentan mayor crecimiento en los meses invernales y sabemos por estudios realizados por
Kipper & Kremer (1978) que la tasa de asimilacion de carbono no-fotosintético aumenta en
épocas de crecimiento (como consecuencia de la re-mobilizacion de compuesto de reserva
sintetizados en verano), sin embargo, se desconoce la variacion efectiva que sufren ambos tipos
de asimilacion (fotosintética y no-fotosintética) en Laminariales de la costas sur de Chile.

Por lo anteriormente expuesto, es relevante evaluar el efecto de la radiacion UV sobre

parametros morfo-funcionales de L. nigrescens. Las respuestas de este organismo a las distintas
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condiciones ambientales y experimentales permitirdn extrapolar posibles escenarios
ecofisioldgicos que pueden tener consecuencias para toda la comunidad. Basicamente, el presente
estudio resume diversos experimentos en los cuales se contrastaran los parametros fotosintéticos
fluorescencia de clorofila y asimilacién de **C, como indicadores del efecto de diferentes
condiciones de radiacion UV en el laboratorio. Los resultados entregaran importante informacion

acerca de la ecofisiologia basica de la especie y su respuesta ante la radiacion UV.

3.1 Hipotesis.

a) La exposicion a dosis artificiales de radiacion UV equivalentes a dosis de verano en el
ambiente natural resultara en una disminucion de las tasas de fluorescencia de clorofila y
asimilacién de **C en Lessonia nigrescens. La disminucion de la asimilacién de *“C ocurrira a
dosis més altas de radiacion UV.

b) Ante similares dosis de radiacion UV, la asimilacién de **C fotosintética se vera mas afectada
que la asimilacion no-fotosintética.

c) Las tasas de la asimilacion de *C fotosintética (via Rubisco) y no-fotosintetica (via PEPCK)
varian a lo largo del talo de Lessonia nigrescens. Las frondas serian las estructuras con
mayores tasas de asimilacién de *C.

d) Las tasas de la asimilacién de **C fotosintética (via Rubisco) y no-fotosintetica (via PEPCK)
varian a lo largo del perfil longitudinal de frondas de Lessonia nigrescens. La zona de
crecimiento mostraria altas tasas de asimilacion de **C no-fotosintetica (via PEPCK).

e) Debido a diferentes grados de desarrollo ontogénico frondas de algas juveniles mostraran

mayores tasas de asimilacién de *C que frondas de algas adultas.
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f) Existe variabilidad estacional en la asimilacion de carbono fotosintética (via Rubisco) y no-
fotosintetica (via PEPCK) de Lessonia nigrescens. Una mayor tasa de asimilacién de **C no-
fotosintética sera mayor a fines de invierno y primavera mientras que las mayores tasas de

asimilacion de *C fotosintética ocurriran en los meses de mayor radiacion solar (verano).

3.2 Objetivo general.

Determinar el efecto de la radiacion UV sobre los patrones morfo-funcionales de fotosintesis
determinada como fluorescencia de clorofila (que refleja procesos fotoquimicos) y asimilacion de
carbono (que indica procesos bioquimicos) de L. nigrescens del intermareal expuesto de
Valdivia, Chile. Se propone contrastar la susceptibilidad de ambos tipos de procesos bajo

condiciones de laboratorio.

3.3 Objetivos especificos

1.  Determinar la fluorescencia de clorofila en ejemplares de L. nigrescens y como ella varia
en relacién a diferentes condiciones experimentales de radiaciéon UV.

2. Determinar las tasas de asimilacién de **C fotosintético (via Rubisco) y no-fotosintética
(via PEP-CK) en Lessonia nigrescens, como ellas varian en relacion a diferentes
condiciones de radiacién UV y cual de ellas es mas afectada.

3. Determinar los patrones de variacion longitudinal en las actividades de fotosintesis en
Lessonia nigrescens.

4.  Determinar el efecto del tamafio del alga sobre las tasas de asimilacién de **C en Lessonia

nigrescens.
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4. Material y Métodos

4.1 Material

Algas: Los ejemplares de Lessonia nigrescens se colectaron al azar, desde el intermareal de
Valdivia (39° 48° S/73° 14’ W; Fig. 6) y fueron divididos en tres categorias en base al diametro
de su rizoide. Se definieron como algas “pequefias” las que poseian un diametro de rizoide entre
0 y 10 cm, algas “medianas” un diametro entre 11 y 20 cm y algas “grandes” un didmetro

superior a 20 cm.

Fig. 6: Aspecto de la comunidad y ejemplar de Lessonia nigrescens del
intermareal expuesto de Valdivia.

4.2 Métodos

4.2.1 Muestreos y preparacion del material: Se realizaron muestreos entre los meses de Abril
de 2004 a Enero de 2005 y en el mes de Junio de 2005. En terreno se procedié a medir la longitud
de las frondas, numero y longitud de estipes y diametro del rizoide. Posteriormente los
ejemplares de L. nigrescens fueron trasladados al Laboratorio de Fotobiologia de la Universidad
Austral de Chile donde permanecieron por 24 horas en recipientes de 20 L de agua de mar a 30

PSU y 13 °C con aireacion constante, para aclimatacion. Posterior a este periodo se tomaron
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muestras para utilizar en los diferentes experimentos. Estas muestras consistieron en pequefios
trozos de talo de 8 mm de didmetro tomados con un sacabocado a partir de las frondas, estipes y
rizoides de algas “pequefias”, “medianas” y “grandes” (Fig. 7).

Sacabocado de 8 mm
de diametro.

Fig. 7: Obtencion de muestras para los
diferentes experimentos.

4.2.2 Disefio experimental:

4.2.2.1 Caracterizacion de la asimilacion de *C a lo largo del talo:

a) En Febrero de 2004 se determino la asimilacién de *C fotosintética y no-fotosintética en
Frondas, estipes y rizoide de algas medianas.

b) En Abril de 2004 se determino la asimilacion de *C fotosintética y no-fotosintética en frondas
de algas pequefias, medianas y grandes. Ademas se realizo un perfil longitudinal de asimilacion
de “C fotosintética y no-fotosintética en 3 frondas de algas medianas, Para las determinaciones se
realizaron cortes de 8mm de diametro a lo largo de toda las fronda con una separacién de 1 cm
una de la otra para la fronda 1y 2 y de 4 cm para la fronda 3, abarcando tres zonas distintas dentro

de las frondas, a saber, zona basal (meristema), intermedia y apical (Fig. 8)
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Fig 8: Toma de muestra para el perfil longitudinal en la asimilacién de **C en
frondas.

4.2.2.2 Tratamientos con fuentes de radiacion artificial: Muestras de frondas de algas
medianas fueron expuestas a tres diferentes tratamientos de radiacion, utilizando lamparas de
UV-B (Q-Panel 313, USA), UV-A (Q-Panel 340, USA) y PAR (Osram L36w/640) y filtros
descritos a continuacion:
a) PAR+ UV-B+ UV-A = Ultrajan 295, que deja pasar todo el espectro de radiacion.
b) PAR +UV-A = Folex 320 que corta la radiacion UV-B
c) PAR = Ultrajan 395 que excluye la radiacion UV-B y UV-A.

La irradiancia incidente bajo las diferentes combinaciones de ldmparas y filtros es
indicada en la Tabla 1. El espectro de accion de las irradiancias experimentales utilizadas para la
fotoinhibicion de fotosintesis se ponderd utilizando espectros de accion para disminucién de

fotosintesis determinados por Jones & Kok, (1966) en cloroplastos aislados y la dosis de UV

fueron presentadas como Dosis Biolégicamente Efectiva (DBE).

Tabla 1: Irradiancia experimental para los diferentes tratamientos y irradiancia ponderada de acuerdo al espectro
de accion para fotoinhibicion de fotosintesis en cloroplastos aislados descritos por Jones & Kok 1966. * PAR
medido en pmol m?s*

. Irradiancia experimental (Wm?) Irradiancia estandarizada (Wm™s™)
Tratamientos - o o
UV-A UV-B PAR Inhibicién de fotosintésis
PAR + UV-A + UV-B 8.57 2.35 84.2 4.53
PAR + UVA 5.17 0.16 84.2 1.34
PAR 0.78 0.03 84.2 0.17
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El sistema de lamparas artificiales se dispuso a una altura de 15 cm de las muestras, las
cuales fueron depositadas en recipientes de plastico transparente con 2 L de agua de mar filtrada
y cada uno de ellos fue cubierto con los diferentes tipos de filtros, descritos anteriormente (Fig.
9). Las muestras fueron incubadas bajo el sistema de ld&mparas a tiempos de 2, 6 y 24h de
exposicién. Cada tiempo de exposicién, fue seguido por un periodo de recuperacién de 6 horas en
condiciones de bajo PAR (84.2 pmol m?s™). Al final de cada tiempo de exposicién y periodo de

recuperacion se determino la fluorescencia de clorofila y asimilacion de *C.
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Fig. 9: Esquema del sistema de incubacion termorregulado, indicando la
disposicion de los tratamientos (lamparas y filtros) utilizados para exposicion
de los discos de algas.

4.2.2.3 Variacion estacional: Desde Abril de 2004 a Enero de 2005 se determino la asimilacion
de 1“C fotosintético y no-fotosintético en muestras de frondas de algas medianas y se realizo un

monitoreo constante de la radiacion solar presente en Valdivia (ver seccion 4.2.5).

4.2.3 Asimilacion de *C: Para la determinacion de la asimilacion de **C en los diferentes

experimentos, se utilizo el método descrito por Cabello-Pasini & Randall (1997). Discos de 8 mm
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de didmetro fueron pre-incubados por 6 horas en agua de mar filtrada para la eliminacion de
exudados. Las muestras se incorporaron en viales de vidrio para la asimilacién en luz y de
plastico no-transparente para la asimilacion en oscuridad y fueron incubadas por 30 minutos en
15 mL de agua de mar filtrada y esterilizada (autoclave; lamparas de UV-C), a 15 °C de
temperatura con 0.67 uCi/mL de **C para la asimilacién a lo largo del talo y la variacion
estacional y 0.33 pCi/mL de *C para la asimilacién en los diferentes tratamientos de radiacion.
En el caso de la asimilacion en luz la iluminacion fue provista por una ldmpara PAR haldgena a
niveles de saturacion de 250 umol m™s™. El agua de incubacion fue eliminada y los discos fueron
lavados repetidamente con agua de mar filtrada y esterilizada. Se le agregaron 0.5 mL de NaOH
al 0.5 My 0.5 mL de Triton X-100 5% v/v, se taparon y se dejaron en oscuridad por 24 horas.
Luego de este periodo se le agregaron 0.5 mL de H,O, (30% v/v) para la oxidacion de los
pigmentos y se dejo en incubacién por 24 horas més. El **C no asimilado fue volatilizado por 12
horas con 0.5 mL de HCI al 1 N, bajo campana de extraccion. Finalmente se le agregaron 8 mL
de liquido de centelleo (Ecoscint) para posteriormente medir la radioactividad en un contador de

centelleo Packard TRI-CARB 2100TR (Fig. 10) utilizando un estandar externo.

ﬁ@

Fig. 10: Contador de centelleo Packard TRI-CARB 2100TR.

4.2.4 Determinacion de fluorescencia de Clorofila: El indicador de fotosintesis utilizado es el

rendimiento cuantico maximo F, / Fr, y se define como la eficiencia maxima en los procesos de
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conversion de energia fotoquimica de una planta adaptada a oscuridad. EI cuociente esta definido
por Fr, que corresponde a la fluorescencia maxima y Fy corresponde a la fluorescencia variable o
la diferencia entre la fluorescencia maxima (Fn) y la fluorescencia basal (Fo). Estos parametros
fueron medidos con un fluorimetro portatil de amplitud modulada PAM 2000 (Walz, Alemanig;
Fig. 11). Con este instrumento fue posible medir instantaneamente las cinéticas de conversion de
energia y pardmetros fotoquimicos en el aparato fotosintético de algas vivas. La medida inicial se
realizo tras un periodo de incubacion de las muestras de 20 minutos en oscuridad, tiempo en el
cual se asume que todos los centros de reaccion estan oxidados o “abiertos”, el “pool” de
plastoquinonas esta asimismo oxidado y las ATPasas y las enzimas del ciclo de Calvin - Benson
inactivas. El fluorimetro PAM-2000 emite una luz de medida de baja intensidad con un maximo
de emision a 650 nm con la que se determina el nivel basal de fluorescencia de una planta
adaptada a oscuridad (Fo). Cuando se aplica el pulso de saturacién se (cerca de 5000 pmol m?s™)
se reduce por completo la quinona A (Qa) Y se alcanza el nivel méximo de fluorescencia (Fn,). Es
en este punto cuando estan todos los centros de reaccion reducidos o “cerrados” (Fig. 12). Debido
a que el amortiguamiento no fotoquimico (calor) se manifiesta algunos milisegundos posterior a
Fm, €s posible decir que es en ese momento cuando toda la energia es disipada en forma de

fluorescencia.
Planta adaptada a oscuridad

Fig. 11: Fluorometro portétil PAM ) o o
2000 usado para las determinacion Luz de Pulso de Fig. 12: Cinética de emision

de rendimiento cuantico maximo medida  saturacion de fluorescencia.
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4.2.5 Monitoreo de Radiacion Solar: La radiacion solar en la zona de Valdivia fue monitoreada
continuamente utilizando un espectroradiometro SUV-100 y un radidometro de bandas GUV-511
(Biospherical Instruments, USA). El primero realiza un barrido completo cada 15 minutos que
permite cuantificar la radiacion solar entre 280 y 605 nm. El segundo registra la radiacion
incidente en bandas de 10 nm centradas en 305, 320, 340 y 380 ademas de poseer un filtro que
registra la banda ancha de PAR (400-700 nm). Estos instrumentos se encuentran en la azotea de
la Facultad de Ciencias de la Universidad Austral de Chile (Fig.13).

Fig. 13: A, Espectroradiometro SUV-100; B,
radiémetro de bandas GUV-511.

4.2.6 Andlisis estadisticos:

-Tratamientos con lamparas artificiales: Los datos de las distintas horas de
exposicién/recuperacion fueron comparados con ANOVA bifactorial seguido de un analisis post
hoc (Tukey HSD) en el caso de existir diferencias significativas (p<0.05). Para la comparacién
entre los tiempos de exposicién y recuperacion, entre los cuales se asumid covariacion se utilizo
MANOVA bifactorial. Los factores correspondieron a tratamientos, horas de exposicion/
recuperacion tanto para la fluorescencia de clorofila como para la asimilacién de **C. El valor de
F mancomunado fue Rao’s R, una transformacion del estadigrafo Lambda Wilks.

-Variacion estacional: Los datos fueron comparados utilizando ANOVA una-via seguido de un
andlisis post hoc (Tukey HSD) cuando se presentaron diferencias (p<0.05) tanto para la
asimilacion de '“C fotosintética y no-fotosintética.

Para todos los casos se utilizo el Software Statistica 6.0 (StatSoft, Inc., USA).



26

5. Resultados.

5.1 Variacion morfo-funcional de la asimilacion de carbono.

5.1.1 Asimilacién de *C fotosintética y no-fotosintética en rizoide, estipe y frondas: La
asimilacién de '*C fotosintético presenta un aumento desde el rizoide hacia las frondas, al
contrario de la asimilacién **C no-fotosintético que decrece desde el rizoide hacia las frondas
(Fig. 14). Las frondas con una tasa promedio en la asimilacién C fotosintética de 43.8 pg**Ch’

em™ muestran ser las principales encargadas de los procesos bioquimicos del alga.

50 16

Asimilacion de 14C fotosintética
(z.wor u9,,br)
BIN9IUIS010J-0U Dy - 8P UOIIB|IWISY

Rizoide Estipe Fronda

— ———— pr—
Fig. 14: Asimilacién *C en rizoide, estipes y frondas. Donde las barras grises corresponden a la
asimilacion C fotosintética y las barras negras la no-fotosintética. Los datos son medias # error
estandar.

5.1.2 Efecto del tamafio del alga en la asimilacion de **C fotosintética y no-fotosintética de
las frondas: Las frondas de algas pequefias y medianas presentan tasas similares de asimilacion
YC fotosintética y no-fotosintética con un promedio de 6 y 0.03 pg**Ch™*cm™ respectivamente.

Sin embargo, existe una clara diferencia con respecto a frondas de algas grandes (> 20cm de
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diametro de rizoide) las cuales presentan un aumento de las tasas de asimilacién de *C no-
fotosintética con un promedio de 0.12 pg™Ch*cm? y una disminucién de la asimilacion

fotosintética con una tasa promedio de 4.8 ug*‘Chcm? (Fig. 15).
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r 0,05

Limlm

Pequefias Medianas Grandes

W

Asimilacion de 14C fotosintética

< 10 cm didmetro i
de rizoide 11-20 cm diametro de 1
rizoide >20 cm didmetro de
rizoide

Fig. 15: Asimilacion de *C en frondas de algas chicas, medianas y grandes. Las barras grises
corresponden a la asimilacion fotosintética y las barras negras la asimilacion no-fotosintética. Los datos
son medias * error estandar.

5.1.2 Perfil longitudinal de asimilacién de *C fotosintética y no-fotosintética en frondas: La
zona meristematica presenta las mayores tasas de asimilacion de **C no-fotosintética en la fronda
1y 3, en la fronda 2 las tasas son bajas, sin embargo, se observa un aumento hacia la zona apical
concordante con la baja en la asimilacion fotosintética. La asimilacion fotosintética, a pesar de la
disminucion mostrada en el punto n°4 de la fronda 2, en general presenta altas tasas en la zonas
intermedias de las frondas. Al observar en detalle, como ejemplo en el punto n° de la fronda 1,
notamos que existe un aumento de la asimilacién de *C no-fotosintética cada vez que la

asimilacion de “C fotosintética disminuye (Fig.16).
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Fig.16: Perfil longitudinal de asimilacién de *C fotosintética y no-fotosintética en 3 frondas

individuales.
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5.2 Efecto de la exposicién a radiacién UV sobre la fotosintesis.

5.2.1 Fluorescencia de clorofila: La media de los valores iniciales del rendimiento cuantico
maximo (Fv / Fm) correspondio a 0.670 + 0.013, a partir de este valor se calculo el porcentaje de
fotoinhibicion y recuperacion de discos de frondas de algas medianas expuestos a diferentes
tratamientos de radiacion. Los porcentajes de fotoinhibicion y recuperacion presentaron
diferencias estadisticamente significativas para los tiempos de exposicion y los tratamientos de
radiacion (ANOVA bifactorial; Tukey HSD; Tabla 2). Los pardmetros de fotoinhibicion y
recuperacion covariacion para los tiempos de exposicion y los tratamientos de radiacion lo cual

fue confirmado por los resultados del MANOVA bifactorial (Rao’s R; p<0.001; Tabla 2).

Tabla 2: Porcentaje de fotoinhibicion y recuperacion de fotosintesis en relacién al rendimiento cuantico maximo
en L. nigrenscens. Los datos son medias + error estdndar (n=10). Son indicados los resultados de ANOVA
bifactorial, grupos homogéneos de las medias por letras similares (Tukey HSD) y MANOVA bifactorial. *** P
< 0.001; ns= no significativo.

. . Rendimiento cuantico méaximo ( Fv/Fm)
Tiempo exp. / Tratamientos
% Fotoinhibicion % Recuperacion
2 horas
PAR + UV-A + UV-B 30.31+£1.99d 95.10+2.54d
PAR + UV-A 790+340a 108.13+1.88¢
PAR 7.65+126a 100.06 £3.41¢e
6 horas
PAR + UV-A + UV-B 4521 +4.96¢e 77.19+4.27b
PAR + UV-A 31.62+5.75d 94.89+2.60d
PAR 17.34+£2.20b 94.88 +3.88d
24 horas
PAR + UV-A + UV-B 48.35+4.20e 67.30£5.77a
PAR + UV-A 2593+3.10c 81.58 +3.23 ¢
PAR 33.49+457d 76.43+3.73b
ANOVA bifactorial
JFactor MS F - valor MS F - valor
Tiempo (A) 3529.23 F (:81= 25.08*** 5073.80 F @:81)= 38.29***
Tratamiento (B) 4298.5 F 2a1)= 30.55%** 1783.20 F 2an)= 13.46%**
Interaccion
(A X B) 318.72 F usn= 297™ 107.60 F usn= 0.81™
MANOVA bifactorial
Factor Wilks' A Raos' R
Tiempo (A) 0.387 R (4;160)= 24.28%**
Tratamiento (B) 0.479 R (4;160= 17.81%**
Interaccion
(A XB) 0.867 R 160~ 1.48™
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Los resultados muestras a que a dosis de 32 kJm? de UV-B la tasa de fotoinhibicién
medida como Fv/Fm alcanza el 30%, cuando la dosis aumenta a 97 kJm™ la tasa aumenta a 45%,
sin embargo , este porcentaje de fotoinhibicién permanece constante hasta dosis de 391 kim™
Para el caso de UV-A la fotoinhibicién a dosis de 9 km™ presenta una tasa muy baja solo del
7%, cuando las dosis aumentan a 28 kdm™ la tasa de fotoinhibicion aumenta a 31%, al igual que
para el caso de la UV-B el porcentaje de fotoinhibicion permanece constante al aumentar la dosis
en este caso a 115 kJm™ (Fig.17).
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PN Fig. 17: Porcentaje de Fotoinhibicion de Fv/Fm en
L. nigrescens versus la Dosis Bioldgicamente
10 1 @ uvB-+UV-A || Efectiva (Jones & Kok, 1966) de radiacion UV
O uv-a durante 24 hrs de exposicion. Los datos son
OC/ . . - —| medias * error estandar (n=10).
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Dosis Biologicamente Efectiva (kJm'2)

El rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm) fue mas afectado por el tratamiento con UV-B
exhibiendo las menores tasas de recuperacion. A las 24h de exposicion el valor de Fv/Fm
correspondid a 0.35 y su recuperacion no supero el valor de 0.45. El tratamiento PAR +UV-A 'y
PAR presentaron altas tasas de recuperacion a las 2 y 6h de exposicion con valores cercanos a los
encontrados de forma inicial, se destaca la recuperacion mostrada en el tratamiento PAR +UV-A
para las 2h de exposicion, la cual supero el valor inicial, si bien la recuperacién disminuye a las

de las 24h sus valores no estan por debajo de 0.5 (Fig. 18).
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Fig. 18: Fotoinhibicién y recuperacion medida como rendimiento cudntico maximo (Fv/Fm) en los diferentes
tratamientos y tiempos de exposicion. Los datos son medias + error estandar (n=10).

5.2.2 Asimilacion de

e

a) Asimilacion de **C fotosintética: La media de los valores iniciales de la asimilacion de **C

fotosintética correspondi6 30.46 + 1.51 pg**C h™* cm™. Se observa que la asimilacién de **C fue

altamente sensitiva a todos los tratamientos: para el caso de los tratamientos con UV luego de 24

horas de exposicién, la inhibicion alcanzo valores cercanos al 91% para PAR +UV-A'y 98% para

PAR +UVA +UV-B. Se destaca la alta reduccién en la asimilacion de **C en el tratamiento PAR

(ausencia de UV) cercana al 60% del valor control.
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La fotoinhibicidn presento diferencias estadisticas para los tiempos de exposicion y la
interaccion entre los factores tratamientos y tiempos de exposicion, mientras que para la
recuperacion las diferencias se presentaron en los tiempos y los tratamientos por si solos
(ANOVA Dbifactorial; Tukey HSD; Tabla 3). Los resultados de MANOVA bifactorial
confirmaron que existe una covariacion entre los parametros fotoinhibicion y recuperacion para
los tiempos de exposicion (Rao’s R; p<0.001), los tratamientos (Rao’s R; p<0.01) vy la

interaccion de ambos factores (Rao’s R; p<0.05; Tabla 3).

Tabla 3: Porcentaje de fotoinhibicion y recuperacion de fotosintesis en relacion a la asimilacion de *C
fotosintética en L. nigrenscens. Los datos son medias + error estandar (n=3). Son indicados los resultados de
ANOVA bifactorial, grupos homogéneos de las medias por letras similares (Tukey HSD) y MANOVA
bifactorial. * P<0.05; ** P<0.01; *** P < 0.001; ns= no significativo.

Tiempo exp. / Tratamientos Asimilacion de **C fotosintética (ug*‘C h™ cm?)
% Fotoinhibicion | % Recuperacion

2 horas
PAR + UV-A + UV-B 28.86 £ 14.58 b 6.60+1.40a
PAR + UV-A 15.36 +7.94 a 48.07 £14.09 ¢
PAR 22.28+6.51b 40.38+£10.11e
6 horas
PAR + UV-A + UV-B 28.61+2.79b 32.09+4.56 ¢
PAR + UV-A 30.99+891b 37.84+3.36d
PAR 4425 +572¢c 33.13+4.37d
24 horas
PAR + UV-A + UV-B 91.32+2.30e 2.69+0.42a
PAR + UV-A 98.22+0.84¢ 1556 +£2.19b
PAR 60.46 £ 0.64 d 21.23+1.06¢
ANOVA factorial
Factor MS F - valor MS F - valor
Tiempo (A) 7121.59 F (213= 60.58%*% 670.94 F p12= 7.82%%
Tratamiento (B) 108.91 F 213= 0.93" 759.54 F (2:12)= 8.85%*
Interaccion

(AXB) 530.53 F @19~ 4.51* 202.28 F 412= 236"
MANOVA
Factor Wilks' A Raos' R
Tiempo (A) 0.059 R (4:22)= 17.18***
Tratamiento (B) 0.303 R 4:22= 4.50**
Interaccion
(AXB) 0.208 R (8:22)= 3.29*
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Los resultados muestran que la tasa de fotoinhibicion se mantiene constante con un valor
de 28% a dosis de UV-B biolégicamente efectiva entre 32 y 97 kJm™, sin embargo, a dosis de
391 kdm™ el porcentaje de fotoinhibicién aumenta considerablemente al 91%. Para las dosis de
UV-A biol6gicamente efectiva los porcentajes de fotoinhibiciébn aumentan progresivamente

desde 18 a 98% al aumentar las dosis desde 9 a 115 kJm™ (Fig.19).
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Los resultados muestran que luego de 24h de exposicién a los diferentes tratamientos no
se observa recuperacion en la asimilacion de **C fotosintética, en particular, el tratamiento PAR
+UV-A +UV-B muestra valores minimos de 0.82 pg**C h™ cm™, en comparacién al valor inicial.
Los tratamientos PAR + UV-A y PAR presentan tendencias similares, en las cuales la
recuperacion decrece a medida que aumentan las horas de exposicion, alcanzando valores de 4.74

y 6.47 ug**C h™ cm™ a las 24h, respectivamente (Fig.20).
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Fig. 20: Fotoinhibicion y recuperacion medida como asimilacion de '*C fotosintética en los diferentes
tratamientos y tiempos de exposicion. Los datos son medias + error estandar (n=3).

b) Asimilacién de **C no-fotosintética: La media de los valores iniciales de la asimilacion de

C no-fotosintética correspondié 2.7 + 0.82 ug™C h™* cm™. Los resultados muestran que los

tratamientos con UV presentan porcentajes de inhibicion extremadamente elevados (96%) a las

2h de exposicion permaneciendo constante hasta las 24 horas de exposicién. El tratamiento PAR

alcanza valores de 96% de inhibicidn solo a las 24h de exposicion., sin embargo, las estadisticas

concluyen que existen diferencias para el factor tiempo de exposicion no asi para el factor

tratamiento (ANOVA bifactorial; Tukey HSD; Tabla 4). A las 2 y 6h de exposicion la

recuperacion es notablemente mayor en el tratamiento PAR (=60%), a las 24h todos los
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tratamientos no superan el 5% de recuperacion, en este caso existen diferencias estadisticas para
el factor tiempo de exposicién, tratamientos y la interaccion de ambos factores (ANOVA
bifactorial; Tukey HSD; Tabla 4). Los tiempos de exposicion, tratamientos y la interaccion de
ambos factores covariaron para los pardmetros de inhibicion y recuperacion (MANOVA

bifactorial; Tabla 4).

Tabla 4: Porcentaje de inhibicién y recuperacion de fotosintesis en relacién a la asimilacién de *C no-
fotosintética en L. nigrenscens. Los datos son medias + error estdndar (n=3). Son indicados los resultados de
ANOVA bifactorial, grupos homogéneos de las medias por letras similares (Tukey HSD) y MANOVA
bifactorial. * P<0.05; ** P<0.01; *** P < 0.001; ns= no significativo.

Tiempo exp. / Tratamientos Asimilacion de *C no-fotosintética (pg™‘C h™* cm?)
% Fotoinhibicion | % Recuperacion

2 horas
PAR + UV-A + UV-B 96.45+0.85¢ 3.55+0.85a
PAR + UV-A 96.00 £ 0.23 ¢ 400+£0.23a
PAR 84.33+13.16b 60.88 £ 32.06 d
6 horas
PAR + UV-A + UV-B 84.24+£8.57b 15.76 £+ 8.57 ¢
PAR + UV-A 81.55+22.51b 18.45+11.22¢
PAR 73.42+19.15a 63.20 + 17.48d
24 horas
PAR + UV-A + UV-B 94.68+1.81c 532+181b
PAR + UV-A 9532+241c 4.68+241b
PAR 96.83+0.92¢c 3.17+092a
ANOVA factorial
Factor MS F - valor MS F - valor
Tiempo (A) 476.50 F (2:14= 4.33* 1551.20 F (214= 6.94**
Tratamiento (B) 101.00 F 214= 0.92" 2682.75 F 2:14= 12.00%**
Interaccion

(AXB) 49.10 F 414~ 0.45™ 869.87 F .14~ 3.89%
MANOVA
Factor Wilks' A Raos' R
Tiempo (A) 0.383 R (4:26)= 4.00*
Tratamiento (B) 0.363 R (4;26)= 4.29%*
Interaccién
(AXB) 0.462 R (g.26= 1.53"

A diferencia de lo mostrado en la Fig. 17 para la asimilacién de **C fotosintética, los
porcentajes de inhibicion para la asimilacion de *“C no-fotosintética se elevan aproximadamente
al 95% a dosis bajas de UV biolégicamente efectiva (UV-B 32 kim? UV-A 9 kim?),

permaneciendo constante a medida que las dosis aumentan (Fig. 21).
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Los resultados muestran que la asimilacion de **C no-fotosintética solo muestra
recuperacion en el tratamiento PAR a las 2 y 6h de exposicion, en el resto de los casos no se

observo recuperacion (Fig. 22).
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Fig. 22: Fotoinhibicién y recuperacion medida como asimilacion de C no-fotosintética en los diferentes
tratamientos y tiempos de exposicién. Los datos son medias * error estandar (n=3).
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5.3 Variacion estacional en la asimilacién de *C.

Los resultados de de la variacién mensual de la asimilacion de *C fotosintética y no-fotosintética
indican diferencias estadisticas entre los meses muestreados (ANOVA una-via, Tukey HSD,
Tabla 5). Las tasas de asimilacién de **C mas altas se registraron en el mes de Enero de 2005 y
las més bajas correspondieron al mes de Abril de 2004. A pesar de existir diferencias entre meses
no se observa estacionalidad clara a lo largo de todo el afio. En contraste, las tasas de asimilacion
de C no-fotosintética se mantienen constantes desde otofio a primavera aumentando
sustancialmente en los meses de verano. Se confirmo a través de MANOVA una via (Tabla 5)
algtin grado de covariacién de la asimilacién de **C fotosintética y la no-fotosintética para los

diferentes meses muestreados.

Tabla 5: Asimilacién de *C fotosintética y no-fotosintética entre los meses de Abril de 2004 a Enero de 2005.
Los datos son medias + error estandar (n=3). Son indicados los resultados de ANOVA una-via, grupos
homogéneos para la medias por letras similares (Tukey HSD) y MANOVA una via. *** P<0.0001.

Meses Asimilacion de * C (ug™c h™ cm?)
A. fotosintética A. no-fotosintética

Abril 6.24 +0.65 a 0.03+0.01la
Junio 27.63+1.13¢ 1.22+0.10b
Julio 7.98+1.65a 2.07+0.25¢
Agosto 26.61+1.76¢ 1.71+0.41 b
Septiembre 25.07+0.07¢c 1.79+0.02b
Octubre 31.76 £ 0.089d 1.99+0.28b
Noviembre 17.45+0.74 b 1.93+0.06 b
Diciembre 16.97+£5.27b 0.56+0.17a
Enero 418+197e 9.25+1.38d
ANOVA (una-via)
Factor MS F valor= MS F valor=
Meses 259.86 Fi0)= 28.88** 14.65 Flao= 29.23%*
MANOVA (una via)
Factor Wilks'a Raos' R
Meses 0.002463 R 16)= 19.15%**
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El promedio de las dosis maximas de radiacion UV-B, UV-A y PAR encontradas en los
meses de Abril de 2004 a Enero de 2005 muestran una gran estacionalidad, con tasas muy bajas
en los meses invernales y altas en los meses de verano (Tabla 6). A pesar de que las tasas mas
altas de asimilacion de **C coinciden con las mayores dosis de radiacion encontradas, en general
los resultados muestran que no existe correlacién entre la asimilacion de **C y las dosis de
radiacion solar medidas. EI valor de R? para la correlacién entre la asimilacién de **C
fotosintética y las dosis de radiacion no supera a 0.14 (Fig. 23 y 24). Para el caso de la

asimilacién de **C no-fotosintética, la correlacion de ésta con las dosis de radiacién presentan un

R? no superior a 0.2 (Fig. 25 y 26).

Tabla 6: Dosis de radiacién UV-B, UV-A y PAR entre Abril de 2004 a Enero de 2005. Los datos son medias +
error estandar de dosis diarias para cada mes.

Meses U\/_—ZB_1 UV_-ZA_1 Dosis diariiPAR
(kdm™d™) (kdm™d™) (mol/m™)
Abril 8.60 =+ 0.59 447.21 + 31.00 18.87 +1.43
Junio 2.06 +1.33 180.27 £19.12 7.74 +1.33
Julio 3.04 +0.97 243.37 +20.19 10.59 +0.99
Agosto 5.94 +1.43 411.74 + 31.33 18.52 +1.59
Septiembre 12.81 +1.33 680.97 + 31.20 29.89 +1.61
Octubre 17.56 +1.19 785.22 + 55.28 33.23+£2.51
Noviembre 30.08 £ 1.67 1169.29 + 71.54 51.75 + 3.40
Diciembre 35.84 +£1.05 1318.53 + 56.20 59.84 + 3.43
Enero 39.89 + 1.00 1453.83 + 42.18 65.09 + 2.04
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6. Discusion.

6.1 Caracterizacion de los patrones morfo-funcionales.

A pesar que los datos no fueron tratados estadisticamente debido al nimero de replicas
(n=2), la asimilacién de **C a lo largo del talo muestra claras diferencias. En la figura 14 se
aprecia la diferencia existente entre rizoide, estipes y frondas: las frondas presentan altas tasas de
asimilacion de **C fotosintética confirmando que son las principales encargadas de los procesos
fotosintéticos del talo y que los estipes y el rizoide cumplen una funcién de mecénica de fijacion
y sostén (Westermeier & GOmez, 1996, Gomez et al. 2005). Cabe sefialar que estas tasas de
asimilacién fueron calculadas en términos del area de los discos y no en términos del peso.
Cuando los valores son calculados en relacion al peso (datos no mostrados), las diferencias son
aun mayores. Esto tiene que ver con la estructura de estas secciones: las frondas son estructuras
mucho mas pequefias y aplanadas, donde la proporcién de células fotosintéticas es mayor. En el
caso de estipes y rizoides, la zona fotosintética esta restringida al cortex, mientras gran parte de la
biomasa en estas estructuras corresponde a medula sin actividad fotosintética ("Gémez et al.
2005). En relacion a las frondas provenientes de algas de diferentes tamafios las tasas de
asimilacién de *C fotosintético fueron similares en todos los tipos de alga. En el caso de la
asimilacion de *C no fotosintético, las frondas de algas grandes mostraron tasas mayores (Fig.
15). Aparentemente esta situacion podria estar relacionada a dos factores principales: a) las
frondas son estructuras transitorias y que estan en un constante equilibrio entre mortalidad y
regeneracion. Aqui tiene gran importancia la actividad del meristema, es decir, aunque las algas
sean de muy distinto tamafio y edad sus frondas son relativamente homogéneas; b) la estacion

del afio en la cual las algas fueron medidas (Abril); en general, L. nigrescens muestra mayor
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crecimiento a fines de invierno-primavera, lo cual podria explicar porque frondas de algas mas
pequerias tuvieron bajo desempefio comparado a las de algas grandes.

En el perfil longitudinal de asimilacién de *C en frondas de algas medianas existieron
diferencias, donde la asimilacién de *C fotosintética presento sus mayores tasas en las zonas
intermedia y apical y la asimilacion de **C no-fotosintético en la zona basal o meristema (Fig.16).
Esto concuerda con lo encontrado por Kipper & Kremer (1978) en Laminaria digitata la cual
presento un 20% de asimilacién de '*C no-fotosintética en el meristema, en relacion a la
asimilacion total de “C para esa parte del talo y por "Cabello-Pasini & Alberte (2001) en
Laminaria setchelii que encontraron un 30%.El crecimiento en Lessonia nigrescens ocurre a
través de este meristema intercalar que agrega tejido a estipe y fronda (Lee, 1989), por lo tanto, la
funcién principal de la asimilacién de **C no-fotosintética seria probablemente potenciar un
aumento de la biomasa algal, en tanto que la asimilacion fotosintética, que ocurre principalmente

en las zonas apicales, esta relacionada a la biosintesis de productos de almacenamientos.

6.2 Efectos de la radiacion UV.

La fotoinhibicion del rendimiento cuantico maximo (Fv / Fm) en Lessonia nigrescens
aumenta en todos los tratamientos a medida que aumenta las dosis de radiacién. Los resultados
muestran que Fv / Fm es més sensible al tratamiento con UV-B, a dosis de 391 kJm™
equivalentes a 24 horas exposicion, con un 48% de fotoinhibicion y solo 67% de recuperacion, en
comparacion, a los tratamientos con UV-A y PAR los cuales nunca superaron los 33% de
fotoinhibicion y sus porcentajes de recuperacion mas bajos fueron de 76%. Dring et al. (1996) en
un estudio sobre exposicion a radiacion UV en tres especies de Laminariales (Laminaria

saccharina, L. digitata y L. hyperborea) observaron una recuperacion total de Fv / Fm al cabo de
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un dia después de terminada la exposicién. Por lo tanto se podria argumentar que al aumentar el
tiempo de recuperacién en Lessonia nigrescens existiria una recuperacion total de Fv / Fm para
todos los tratamientos.

En el caso de la asimilacién de *C fotosintética en los tratamientos PAR + UV-A y PAR
los porcentajes de fotoinhibicion aumentaron a medida que aumentaba la dosis, en el tratamiento
con UV-B la fotoinhibicién permanece constante en 28% a dosis entre 32 y 97 kJm™ aumentando
a 91% cuando la dosis es aumentada a 391 kJm? A las 2 horas de exposicion las frondas son
sensibles al tratamiento con UV-B, lo cual tiende a atenuarse a las 6 y 24 horas en la cuales el
tratamiento con UV-A presenta una fotoinhibicion levemente mayor al tratamiento con UV-B.
Esto estaria confirmando los resultados de Dring et al. (1996) quienes argumentaron que la UV-A
es probablemente un componente mas efectivo en producir efectos negativos en la fotosintesis de
algas. De hecho, la radiacién UV-A incide en mayor cantidad sobre las algas en la naturaleza
(Madronich et al. 1995). Aunque la fotoinhibicion fue mayor en el tratamiento con UV-A, en
todos los caso los porcentajes de recuperacién son menores para el tratamiento con UV-B. Por
ejemplo, a dosis de 391 kim™ en el tratamiento con UV-B, las algas se recuperan solo a tasas
cercanas a 2.69% mientras que bajo lamparas UV-A (dosis de 115 kJm?) , las algas logran una
recuperacion cercana al un 14%.

Segun los resultados de la Tabla 4 se puede inferir que la asimilacién de *C no-
fotosintética no dependeria directamente de la radiacion sino que posiblemente de la biosintesis
de productos de almacenamiento. Si existe una disminucién de la asimilacion via Rubisco esto
lleva implicito la disminucion del almacenamiento de hidratos de carbono de reserva y de

compuestos que podrian ser usados como sustrato para la glicdlisis (por ejemplo, manitol). Por
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ejemplo, si efectivamente disminuyera la concentracion de manitol, la sintesis de PEP también
disminuirfa con la concomitante disminucién en la asimilacién de **C via PEPCK.
En general, especies que habitan el submareal y/o especies de tipo sombra son mas sensibles a
dosis altas de radiacion UV que especies que habitan sectores méas altos en el intermareal (tipo
sol) (Han & Kain, 1993; Jiménez et al. 1998; GOmez et al. 2004). Los resultados de este estudio
confirman este patrén, ya que Lessonia nigrescens es una especie que habita el infralitoral y la
mayor parte del tiempo permanece cubierta de agua. Por lo tanto no es extrafio encontrar que a
altas dosis de UV exista un alto porcentaje de fotoinhibicion y su posterior recuperacion sea baja
comparado a algas de la zona intermareal media o supra litoral. Esto ha sido previamente
encontrado en Macrocystis pyrifer, la cual cohabita con Lessonia en el intermareal bajo (Gémez
et al. 2004). En términos generales L. nigrescens fue mas sensible a altas dosis de radiacion UV-
B, sin embargo, es importante precisar que la intensidad de las lamparas PAR en este estudio es
baja y lejana a lo encontrado en los ambientes naturales en verano. Esto se hizo para poder
evaluar el efecto neto de la radiacién UV vy asi evitar el enmascaramiento de la luz visible sobre
los efectos de fotosintesis. Bischof et al. (1999), en un estudio realizado en el alga parda Artica
Alaria esculenta encontraron que las tasas de recuperacién son mas pronunciadas después de
tratamientos con UV y bajo PAR que después de tratamientos con alto PAR vy sugiere que el
efecto del incremento de la UV no es similar a los efectos fotoinhibitorios de PAR. En este
sentido se ha propuesto que la radiacion UV induciria mecanismos de fotoproteccion adicionales
los cuales son efectivos durante la fase inhibitoria y que tales mecanismos no estarian presentes a
alta dosis de PAR.

Comparando los efectos en ambos procesos (fotoquimicos y de asimilacion de carbono) se

puede inferir que efectivamente la radiacion UV produce fotoinhibicién en ambos procesos, sin
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embargo, los resultados muestran claramente que los porcentajes de recuperacion de los procesos
fotoquimicos (medidos como Fv / Fm) son mayores que los procesos de asimilacion de carbono,
luego de 6 horas a condiciones de bajo PAR. A dosis de 391 km? de UV-B y 115 kJm™ de UV-
A no se observé recuperacion de la asimilacion carbono reflejando una fotoinhibicién cronica.
Los resultados descritos en las Tablas 2 y 3 muestran que el efecto fotoinhibitorio de la radiacion
UV-B ocurre en un primer tiempo en los procesos fotoquimicos y posteriormente en el proceso
de asimilacion de carbono, esto concuerda con lo descrito por Schofield et al. (1995) en un
estudio realizado en fitoplancton antartico, en el cual la inhibicion en los procesos de
carboxilacién producidos por la radiacién UV son posteriores a los procesos de inhibicién de las
reacciones de luz de la fotosintesis.

La baja intensidad de las lamparas PAR, lejanas a los valores normales encontrados en
verano en la costa de Valdivia, es una variable que puede influir en la diferencias en los
porcentajes de recuperacion de los procesos fotoquimicos y de asimilacion de carbono. Es
probable que las bajas dosis de PAR no sean capaces de restaurar eficientemente la cadena
trasportadora de electrones indispensables para el proceso de asimilacién carbono y que al
contrario los procesos fotoquimicos necesitarian solamente de la exclusion de la radiacion UV-B
para desactivar los mecanismos fotoprotectores que producen la inhibicion de dichos procesos.
Esta argumentacion tiene algin sentido si se considera que Lessonia nigrescens es una especie
intermareal, es decir, esta expuesta constantemente a condiciones de alta luminosidad en su
habitat natural.

La recuperacion de la asimilacion de carbono no-fotosintética (via PEPCK) seria
secundaria a la recuperacion de la asimilacion de carbono fotosintética (via Rubisco), ya que ésta

requiere de la biosintesis de productos de almacenamiento (ejemplo manitol) provenientes de la
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asimilacion de carbono fotosintética. La restauracién del almacenamiento de manitol u otros
productos primarios de la fotosintesis permitiria la sintesis de PEP necesaria para la asimilacion

de carbono no-fotosintética.

6.3 Variacion estacional

Los resultados muestran una variacion entre los meses muestreados tanto para la
asimilacién de '*C fotosintética y no-fotosintética. La tasa de asimilacién de “C fotosintética
fluctda a lo largo del afio mientras que la tasa de asimilacién de **C no-fotosintética se mantiene
constante desde Abril a Diciembre de 2004, sin embargo, ambos tipos de asimilacion presentaron
un aumento sustancial en el mes de Enero de 2005, coincidente con las mayores dosis de
radiacion (Tabla 5). La asimilacion de carbono entrega los precursores energéticos necesarios
para el crecimiento. Debido a que en Lessonia nigrescens el crecimiento es estacional
produciéndose a fines de invierno principios de primavera (Westermeier et al. 1994) las tasas de
asimilacién de carbono fotosintética, encargada principal de la biosintesis de productos de
almacenamiento, son altas en los meses de verano para proveer dichos precursores para el
crecimiento producido a fines de invierno.

A pesar de estos resultados, no existe una correlacion entre la asimilacion de carbono y la
dosis de radiacion (Fig. 23-26). Esto contrasta con lo encontrado por Cabello-Pasini & Alberte
(1997) en L. setchelii en el que las tasas de asimilacién de *C no-fotosintética fueron altas
cuando los valores de fotosintesis fueron los mas bajos. Sin embargo, estas diferencias pueden ser
atribuidas a factores relacionados con la estacionalidad del crecimiento y no con las dosis de
radiacion solar o niveles de nutrientes como ha sido reportando en otras Laminariales del

hemisferio Norte (Chapman & Lindley, 1980). En esas especies, el crecimiento y fotosintesis
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estdn marcadamente separadas en el tiempo ya que viven a latitudes generalmente mas altas que
Lessonia nigrescens y son sujetas a cambios mas drasticos en la concentracion de nutrientes en el
agua. En el caso de Lessonia nigrescens la energia luminica presente a lo largo del afio parece ser
suficiente para la realizacion de los procesos fotosintéticos, ademés de argumentar que la
concentracion de nutrientes en Valdivia podria permanecer constante a lo largo del afio debido a
la cercania del Rio Valdivia lo cual tampoco seria un factor limitante de los procesos
fotosintéticos. En general, la mayoria de los estudios realizados en Laminariales, corresponden a
especies submareales (Liining et al. 1973; Dunton, 1985; *°Cabello-Pasini & Alberte, 2001; etc.)
para las cuales la disponibilidad de energia luminica difiere drasticamente entre invierno y verano
por factores tales como la disminucion de las dosis de radiacion en invierno sumada a la
dispersion de energia luminica producto de la profundidad, en contraste Lessonia nigrescens es
una especie intermareal que solo ve marginalmente afectada la disponibilidad de energia luminica
para los procesos fotosintéticos por el aumento o disminucién de las dosis de radiacion solar

incidentes.

En resumen en Lessonia nigrescens las frondas son las principales encargadas de los
procesos fotosintéticos en el talo, cabe destacar que la zona meristematica o de crecimiento
presenta altas tasas de asimilacion de carbono no-fotosintético, los estipes y el rizoide cumplen
una funcion de fijacion y sostén.

Los procesos fotoquimicos y de asimilacion de carbono fotosintético en Lessonia
nigrescens demostraron ser sensibles a altas dosis de radiacion UV con una fotoinhibicién
primeramente de los procesos fotoquimicos seguida de la fotoinhibicién del proceso de

asimilacion de carbono fotosintético. Dosis de UV-B entre 100 a 400 kJ m™ causaron un 50 % de
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fotoinhibicion de la fluorescencia de clorofila, y aproximadamente un 100 % de la asimilacion
YC. Sin embargo, la fotoinhibicién crénica de los procesos de asimilacién de carbono
fotosintético demuestra que éstos son méas sensibles a altas dosis de radiacion UV que los
procesos fotoquimicos. Existen altas tasas de asimilacién de carbono en la oscuridad (asimilacion
no-fotosintética) y ésta no muestra una variacion relacionada a las dosis de UV.

Las mayores tasas de asimilacion de carbono fotosintético y no-fotosintético ocurren en el
mes de Enero de 2005 coincidente con las mayores dosis de radiacion encontradas. Sin embargo,

no existe una correlacion clara entre la asimilacion de carbono y las dosis de radiacion.
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7. Conclusiones.

De acuerdo a lo antes expuesto se concluye:
a) Las tasas de la asimilacion de **C fotosintética (via Rubisco) y no-fotosintetica (via PEPCK)
varian a lo largo del talo de Lessonia nigrescens. Las frondas son las estructuras con mayores
tasas de asimilacion de **C fotosintética, mientras la zona de crecimiento (meristema) presenta

altas tasas de asimilacion de *C no-fotosintética.

b) Debido a diferentes grados de desarrollo ontogénico frondas de algas juveniles presentaron

mayores tasas de asimilacion de **C fotosintética que frondas de algas adultas.

c) La exposicion a dosis artificiales de radiacion UV equivalentes a dosis de verano en el
ambiente natural resulta en una disminucién de las tasas de fluorescencia de clorofila y
asimilacién de **C fotosintética de Lessonia nigrescens. Sin embargo, la disminucién de la

asimilacion de *C fotosintética ocurre a dosis mas altas de radiacion UV.

d) A similares dosis de radiacion UV, no es posible aseverar que la asimilacién de *‘C

fotosintética sea mas afectada que la asimilacion no-fotosintética.

f) Aunque las tasas de asimilacién de **C presentan las mayores tasas en los meses de mayor
radiacion solar (verano), la variabilidad estacional no fue bien correlacionada a las dosis
estacionales de radiacién solar. En el caso de la asimilacion de *C no fotosintética,

probablemente la estacionalidad esta reflejada en las tasas de crecimiento.
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