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RESUMEN

La costa pacifica de Nicaragua se caracteriza por una cordillera de volcanes y un clima
tropical seco con alta irradiancia solar y temperaturas elevadas durante todo el afio, con una
estacion seca desde noviembre hasta abril. Estas caracteristicas hacen posible la existencia de
dos formaciones vegetales unicas y de gran importancia tanto bioldgica, ecolégica como social:
1) el bosque seco, ecosistema que forman parte del corredor seco centroamericano el cual
tienen interés bioldgico debido a la interaccion de elementos del norte y sur de América; v ii) el
manglar, que forma parte del ecosistema terrestre-acuatico, donde la distribucién de las
especies arboreas esta influenciada por la salinidad del estero. Ambos ecosistemas poseen
especies que han desarrollados mecanismos morfolégicos y fisiologicos para adaptarse a las
condiciones ambientales hostiles. Es por ello que el objetivo principal de la presente tesis
doctoral fue evaluar los mecanismos fotoprotectores de las especies mas caracteristicas del
bosque seco y del manglar. El estudio se realizé en la Reserva de Juan Venado en la costa
pacifica de Nicaragua. Los resultados de este trabajo muestran la importancia de los pigmentos
del ciclo de las xantofilas en la aclimatacion a diferentes ambientes luminicos y al estrés por
sequia. Por otro lado, se concluyé que la salinidad afecta a la capacidad de respuesta fenotipica
de las especies del bosque de mangle de manera diferencial. Las especies responden con gran
plasticidad mediante atributos fisiologicos inter-especificos, los cuales cambian dependiendo
del estadio de desarrollo de la especie. Un ejemplo de esta plasticidad es la acumulacion de sal
como fotoproteccion a la alta irradiancia en las hojas de Avicennia germinans. Ademas, en esta
tesis se discute la naturaleza haléfita estricta o facultativa de las especies del manglar. Por
ultimo, se establecen marcadores de estrés relacionados con la salinidad, como el Y-tocoferol
en la especie Rhizophora mangle, que ademas sirve como herramienta de identificaciéon inter-
especifica. Este trabajo servira como base para las decisiones de gestion del manglar y del
bosque seco en la Reserva de Juan Venado, asi como base para los estudiantes de Biologia

nicaragiiense en educaciéon ambiental y ecofisiologia de las especies de bosque seco y manglar.
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INTRODUCCION GENERAL






Introduccién

1. Los bosques en el mundo

Los bosques (entendidos como tales tanto los bosques naturales como las plantaciones
forestales) han sufrido cambios a lo largo de los dltimos 25 afios, si bien segun las estadisticas su
superficie total apenas ha disminuido un 3%. En 1990, el planeta tenfa 4128 millones de hectareas

de bosque; en 2015 esa area habia disminuido a 3999 millones de hectareas. Esto representa una

disminucién del 31.6 por ciento de la superficie mundial de tierras ocupadas por bosques en

1990 al 30.6 por ciento en 2015 (FAO 2016) (Fig, 1)

[ 0-10% [ 10-30% I 30-50 % B s0-70% B 70-100 %

Figura. 1. Evaluaciéon mundial del area de bosque como porcentaje de la superficie de tierra total en 2015. Imagen
obtenida de FAO (2016).

Los 5 paises con mayor riqueza forestal, para el periodo que abarca desde el 2010 al 2015
son: Rusia, Brasil, Canad4, Estados Unidos de América y China (FAO 2016), los cuales suman
un 54% del area total del bosque mundial (Fig. 1). La latitud, elevacién y lluvia afectan al tipo de
bosque que crece de manera natural, de modo que los bosques a lo largo del eje polo-ecuador
pueden ser clasificados de acuerdo a la influencia de la temperatura y presencia de lluvias en:
tundra, bosque boreal, bosque caducifolio, bosque tropical seco y bosque tropical himedo (FAO
2008).
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1.1. Formaciones vegetales en el bioclima seco tropical

La presente tesis doctoral se centra en los bosques del mundo tropical, por lo que se
detallaran las caracteristicas principales de este singular bioma. Los bosques tropicales cubren
solo un 10% de la superficie terrestre, pero tienen una gran importancia a escala global porque
capturan y procesan grandes cantidades de carbono (Wright 2010) y alberga entre la mitad y dos
tercios del total de las especies del planeta (Malhi and Grace 2000; Groombridge and Jenkins
2003). La mayor superficie de bosque tropical se encuentra en el continente americano (55.0%),
seguido de Asia (33.8%) y Africa (11.2%) (Achard et al. 2007). Los bosques tropicales y
subtropicales incluyen cuatro biomas: el bosque tropical humedo, el bosque tropical de coniferas,

el bosque tropical estacionalmente seco y el manglar (Olson et al. 2001).

Segun la clasificacion climatica de Képpen, los climas tropicales se dividen en tropical
himedo (Af), tropical himedo-seco (de invierno seco, Aw o de verano seco; As) (Fig. 2). La
diferencia entre las condiciones ambientales en las regiones tropicales (diferencia entre clima
tropical humedo y tropical seco) se basa en la distribucion de comunidades vegetales que se han
adaptado a largos periodos de sequia. A estas comunidades o ecosistemas diferentes autores
(Rzedowski 1978; Gentry 1982; Murphy and Lugo 1986; Bullock et al. 1995; Mooney et al. 1995;
Pennigton et al. 2000; Olson et al. 2001) se han referido mediante términos como bosque seco,
bosque seco estacional, bosque tropical caducifolio, bosque tropical estacional seco, entre otros.
En el presente trabajo se denominara Bosque seco tropical (Bs-T). Este bioma se define como
aquella formacién vegetal que presenta una cobertura boscosa continua y que se distribuye entre
los 0-1000 m de altitud. Generalmente, son los bosques caducifolios y semicaducifolios que
crecen en areas tropicales sujetas a una severa estacionalidad climatica. Presenta temperatura
media superior a los 24 °C (piso térmico calido) y precipitaciones entre los 700 y 2000 mm
anuales, con uno o dos periodos marcados de sequia al afio (Espinal 1985; Murphy and Lugo
1986). Segin la clasificacion climatica de Koppen estos bosques estan clasificados en clima
Tropical humedo-seco. (Fig. 2). De hecho, estos bosques reciben alrededor de 80% de la
precipitacién durante cuatro meses, a lo largo de los cuales la media de precipitaciéon puede
sobrepasar los 200 mm por mes (Maass and Burgos 2011). Por otro lado, el periodo de sequia
se prolonga entre 5 a 6 meses al ano; creando un déficit hidrico (Gotsch et al. 2010; Lima and
Rodal 2010) lo cual determina una de las caracteristicas del Bs-T. La fenologia distintiva de la

mayoria de las plantas esta por lo tanto ligada a la pérdida estacional de las hojas. Estos bosques
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presentan una época sin hojas durante la estaciéon seca y una fisionomia de bosque siempre verde
a lo largo de la estacion lluviosa. Es importante destacar que los bosques secos del Neotrépico
(region tropical del continente americano) han recibido poca atencién cientifica en comparacion
con los bosques lluviosos tropicales de la regién (Bullock et al. 1995; Sanchez-Azofeifa et al.
2005).

I8 I 1
Af Am As Aw BWh BWk BSh BSk Csa Csb Csc Cwa Cwb Cwc Cfa Cfo Cfc Dsa Dsb Dsc Dsd Dwa Dwb Dwc Dwd Dfa Dfo Dfc Dfd ET EF

First letter Second letter Third letter Data source: Terrestrial Air Temperature/Precipitation:

A: Tropical f. Fully humid T: Tundra h: Hot arid 1900-2010 Gridded Monthly Time Series (V 3.01)
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Figura 2. Clasificacion climatica de Képpen-Geiger. Fuente: incluida en el grafico.

1.2 Distribucion, caracteristicas y tipos de formaciones vegetales en el bioclima

seco tropical.

A nivel mundial, las zonas Bs-T cubren grandes areas del Centro y Sur del continente de
América, el suroeste de Africa y partes del suroeste de Asia; ocupando el 42% de la superficie de
los bosques tropicales (Miles et al. 2006). En Latinoamérica, las zonas de Bs-T y subtropical
cubren el 25% de la superficie, a pesar de esta considerable extension y del hecho de que estos
ecosistemas mantengan una importante poblacién humana. Las formaciones vegetales secas
actuales en Centro y Sudamérica probablemente se originaron 7y evolucionaron
independientemente desde hace cerca de 1.8 millones de afios, de cuatro grandes comunidades

floristicas. La primera esta ubicada en México y a lo largo de Centroamérica, la segunda ubicada
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en el centro de Brasil, la tercera en la region del Chaco entre Bolivia y Paraguay, y la cuarta

localizada en la region central y sur de Chile (Sarmiento 1975).

Los bosques tropicales estacionalmente secos forman cuatro grandes grupos en base a su
afinidad floristica. El primer grupo Mesoamérica y el Caribe lo conforman la costa del Caribe de
Colombia y Venezuela (Fig. 3A), los Llanos venezolanos (Fig. 3B), México y América Central
(Fig. 3C y 3D) (Gentry 1982; Linares-Palomino et al. 2010). El bosque seco en Centroamérica
se extiende a lo largo de la costa del Pacifico desde Guatemala a Costa Rica, que va desde el nivel
del mar hasta unos 400 metros sobre el nivel del mar (msnm) (Murphy and Lugo 1995). El
segundo grupo, Pacifico Ecuatorial (Peralvo et al. 2007) esta conformado por los nucleos
denominados valles interandinos y costas del Pacifico de Pera y Ecuador. Gentry (1995),
menciona que el tercer grupo, el de América del Sur es el que presenta mayor extension
geografica con una marcada diferencia floristica del resto (Fig. 4). El cuarto grupo lo conforma
la Caatinga (bioma exclusivo de Brasil) (Fig. 5), los bosques secos de Misiones, Piedemontes que

incluye el norte del bosque tropical seco boliviano y el Cerrado.

Foto  de  Ysmael  Quero.  Llanos
Veenezolanos. Hato El Cedral, Apure,

Foto tomada de mexicodesconocido.com.mix Fota de Tosé Mata

Figura. 3. Primer grupo de bosques estacionalmente seco segun la afinidad floristica explicada anteriormente. En
detalle, vista de los valles venezolanos (A), Bosque tropical seco de Colombia (B), México (C), Bosque seco
caractetisticos de la regién Centroamericana (D)
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Figura 4. Distribucion de nuicleos de los Ecosistemas Tropicales Estacionalmente Secos en el Neotropico. Los
colores de los nucleos representan los tres tipos de vegetacién de los BTES segin Pennington et al. (2000); gris
oscuro el Chaco, gris los bosques secos y oliva las sabanas. Los nimeros indican los principales nucleos
biogeograficos de los ecosistemas secos tropicales segin Pennington et al. (2000): 1) la Caatinga, 2) Misiones, 3)
Pie de Monte, 4) valles interandinos del norte de Pert, Bolivia y Ecuador, 5) costa del Pacifico de Ecuador y Perq,
6) valles interandinos de Colombia y Venezuela, 7) costa del Caribe y Venezuela, 8) México y América Central, 9)
islas del Caribe, 10) Cerrado, 11) los Llanos venezolanos, 12) el Chaco. Los poligonos muestran los grupos con
mayor afinidad floristica segun Linares-Palomino et al. (2011); A) grupo Mesoamérica y el Caribe, B) grupo Pacifico
Ecuatorial, C) grupo Sur de América del Sur, D) grupo Brasilefio. Las fotos muestran ejemplos de algunos
ecosistemas de los BTES: I) Matorral seco San Luis Potosi, México; II) Matorral seco, Venezuela; III) Bosque
seco, Republica Dominicana; IV) Bosque seco, Pacifico Ecuatorial, Ecuador; V) Bosque Chaquefio, Argentina;
VI) Caldenar, Argentina.
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Fotos de Samunel Morais

Figura 5. LLa Caatinga en estacion seca (A) y estacion lluviosa (B) (Brasil).

2. Dos bosques importantes en el mundo tropical estacional seco: bosque seco y

bosque de mangle

A continuacién, se describiran los bosques en los que se ha trabajado en la presente tesis

doctoral: el bosque seco y el manglar, dos ecosistemas de la region seca tropical.
a. Bosque seco de Nicaragua

El bosque seco esta determinado por un concepto climatico al referirse a aquellas zonas
geograficas donde la baja humedad la baja precipitacion, las altas temperaturas, los vientos y en
ocasiones, los suelos pobres en materia organica dan como resultado una biodiversidad
caracteristica (Ulloa-Delgado 2016). Este bosque, mayormente con arboles de 20 a 25 m de alto
en el caso particular de Nicaragua, los podemos encontrar en su mayoria en la zona del Pacifico
con elevaciones por debajo de los 500 metros sobre el nivel del mar, con una marcada estacion
seca de seis meses. Durante la época de lluvia ocurre con frecuencia un periodo seco corto que
puede ser desde una semana hasta un mes de duraciéon. La precipitacion es variable de un afio a
otro (con un rango hasta de 30 %), tanto en intensidad, como en distribuciéon (Muluenda and
Araquistain 2002). (Fig. 6). La precipitacion anual es entre 800 a 1600 mm y la temperatura media

oscila anualmente de 25 a 30 °C (Filomeno 1996). Durante la época de lluvia, ocurre con
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frecuencia un perfodo seco corto que puede ser desde unas pocas semanas hasta mas de un mes

de duraciéon (MARENA / INAFOR 2002).

En Nicaragua, este bosque se sitia en las siguientes regiones ecoldgicas: Region
Ecoldgica I (Sector del Pacifico), Region Ecoldgica 1T (Sector Norcentral), Region Ecoldgica 111
(Sector Central. Bocay) y Region Ecolégica IV (Sector del Caribe) MARENA / INAFOR 2002).
La Region Ecoldgica I, que engloba a la region sobre la que se ha hecho el presente estudio es,
en términos generales, la mas seca y caliente del pais (Fig. 6, mas detalles en Materiales y
Métodos). Su extension es de unos 28042 km?. Desde el punto de vista de la fisonomia de la
vegetacion y de su composicion floristica, la Region Ecologica I comprende diferentes categorias
de vegetacion (formaciones forestales caducifolias, subcaducifolias y perennifolias) (Fig. 7 y Fig.
8) y una gran diversidad de especies vegetales nativas y de asociaciones vegetales cuya presencia
en cada localidad responde a los factores (MARENA / INAFOR 2002). La region ecoldgica 1
engloba alrededor de 45 especies forestales (de las cuales 17 especies son caracteristicas de

bosques naturales autéctono).
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Figura 6. Precipitacion y temperatura anual para la Regién Ecoldgica 1. La precipitacién promedio
(linea sélida) acumulada en un periodo de 31 dfas. Se muestran también los percentiles mediante
sombreo. La temperatura promedio por hora, codificada por colores en bandas. Las dreas sombreadas
superpuestas indican la noche y el creptsculo (B)
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Las especies de plantas presentes en el bosque seco presentan adaptaciones morfoldgicas
y fisiologicas generalizadas que son importantes en la estructuraciéon de comunidades (Vickery
1987), y ademas que les permiten sobrevivir a condiciones extremas. Una de las estrategias clave
es el deshacerse de sus hojas para lograr que la perdida de agua de estos tejidos sea menor en los
meses mas estresantes (diciembre-mayo; Espinosa et al. 2012). Entre otras estrategias que han
desarrollado, esta la adaptacion de su corteza, con textura rugosa y gruesa, cuya funcion es dar
proteccion en caso de incendios. Ademas, las raices cominmente son mas grandes y profundas,
ya que esto les permite alcanzar los depdsitos de agua que se localizan en el subsuelo. (Ceballos

et al. 2010).
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Foto de Adridn Catin Chiong

Foto de Clandia Dolm.v Bm//o Foto de Clandia Dolnus Bustillo

Figura 7. Region Ecoldgica 1, regién Chinandega (A)(B) y Ledn (C)(D). Zona perturbada por incendios
para cazar mamiferos y reptiles presentes en la zona (A) Bosque seco donde abundan cacticeas (B) Bosque
seco con predominancia de A/bizia nigpoides (Spruce ex Benth.) Burkart (C), arboles de Gliricidia sepinm (Jacq.)
Kunth ex Walp. (D).
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Foto tomada de sanjuandelaisia.com

Figura 8. Especies presentes en el bosque de la Regioén Ecoldgica I del Pacifico de Nicaragua Enterolobinm cyclocarpum (Jacq.)
Griseb. (A), Albizia nigpoides (Spruce ex Benth.) Burkart (B) y Tabebuia rosea (Bertol.) DC. (C)

2.2 Bosque de Manglar

2.2.1. Caracteristicas generales

El manglar es un ecosistema constituido por arboles o arbustos que crecen en zonas
costeras de las regiones tropicales, el cual esta determinado por el intervalo de mareas (Flores et
al. 2003) el crecimiento tipico de las especies del manglar se realiza en el espectro salino
intermedio de la mezcla de aguas dulce y salada teniendo este dltimo como promedio 35 g/L de

sal (SEACAMP 1998).

Los bosques de manglar o bien llamados manglares son un grupo taxonémico de vegetales

que se asocian entre si, que crecen en aguas salobres (Hayes-Conroy 2000; Jan de Vos 2004;

12
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Mitsch and Gosselink 2000) caracteristicos en lineas costeras (FAO 1994) principalmente en las
regiones tropicales y subtropicales (Walsh 1974; Ellison and Stoddart 1991). Estos crecen sobre
sitios planos, suelos fangosos y aguas relativamente tranquilas en bahfas, estuarios, lagunas
costeras, ensenadas y esteros (Sanchez-Paez et al. 2000) (Fig. 9). Los bosques de manglares se
pueden encontrar en distintas formas, ya sea en forma de parches aislados con arboles enanos,
expuestos a muy alta salinidad o condiciones perturbadas; o bien como bosques exuberantes con
un dosel en condiciones ambientales adecuadas donde pueden alcanzarlos 30 y 40 metros de
altura. (The World Mangroves 1980-2005. 2007). Los manglares al estar bajo la influencia de
niveles variables de agua del mar y agua dulce (en tiempo y en concentracién) presentan
adaptaciones especiales que permiten tolerar la falta de oxigeno, elevados niveles de salinidad y

variables patrones de inundacién (Zamora-Trejos 20006, mas detalles a continuacién).

Fotos de Claudia Dolpns Bustillo

Figura 9. Manglares del Pacifico de Nicaragua

2.2.2 Distribucién de los manglares a nivel mundial

Los manglares se localizan en sectores donde las condiciones se caracterizan por
temperaturas altas y constantes; normalmente estan restringidos a latitudes entre los 30° norte y
30° sur (West 1956, Kathiresan and Qasim 2005); aun asi, existen formaciones de manglar en
zonas que exceden estos limites latitudinales (Bermudas y Japon, al hemisferio norte; Nueva

Zelanda, Australia y Sudafrica, hemisferio Sur) (Fig. 10) (Choudhury 1997).

13
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Figutre 10 Distribucién y densidad de biomasa de los manglares del mundo. Fuente: https://
upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/db/The_global_distribution_of_carbon_stored_in_mangroves.jpg

En América, los encontramos en ambas costas: el 70% de ellos se ubican en la costa
Atlantica-Caribe y el 30% restante en el Pacifico. En las costas Atlantica-Caribe se ubican desde
los 32° N en Isla Bermuda hasta los 28°,30° S en Brasil, y en el Pacifico su distribucién es desde
el Golfo de Baja California en 28°54’ N hasta los 3°30” S en Peru. (Yafiez-Arancibia and Lara-
Dominguez 1999). Basado en The World Mangroves 1980-2005, en la zona Norte y Central de
América la regién mas extensa cubierta de manglares esta en México y Cuba. Estos paises tienen

el quinto y séptimo lugar con mas grande extensién de manglares en todo el mundo.

En la zona de América del sur se encuentran, en bahias y estuarios de ocho paises, de los
cuales Brasil tiene la mayor superficie, ocupando el tercer lugar con mayor area de manglares en
el mundo (Fig. 10). La superficie total de los manglares de América es de aproximadamente
4133216 hectareas (41332 km?), de las cuales América del Norte y Centro América, con las islas
del Caribe suman 2102886 hectareas y América del Sur cobija 2030330 hectareas (Sanchez-Paez
et al. 2004).

2.2.3. Factores ecologicos que determinan la distribucion de los manglares

La extension de los bosques en la linea de costa y su estructura dependen de factores
biolégicos y ambientales. Los mas citados son el flujo de marea, la salinidad del suelo, el clima y
la disponibilidad de agua dulce y de nutrientes (Cuatrecasas 1958; Thom 1967). Las caracteristicas

del sustrato son consideradas determinantes de la productividad y diversidad de los manglares

14
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(Boto and Wellington 1984), aunque en zonas aridas e hipersalinas la limitacién de agua dulce y
el escaso intercambio de nutrientes con la zona costera juegan un papel clave en el

funcionamiento de los manglares (Sanchez-Andrés et al. 2010).
2.2.4 Especies en el bosque de mangle

Hogarth (1999), ha clasificado las distintas familias de mangles en dos grupos. El primer
grupo o grupo mayor, agrupa a la mayorfa de las especies pertenecientes a cinco familias
(Avicenniaceae, Combretaceae, Palmae, Rhizophoraceae y Sonneratiaceae); por otra parte, el
segundo grupo contiene menos especies, pero mas familias (Bombacaceae, Euphorbiaceae,
Lythraceae, Meliaceae, Myrsinaceae, Pellicieraceae, Plumbaginaceae, Ptiradeceae, Rubiaceae y
Sterculiaceae). En la ecologia del bosque de manglar algunos autores han descrito una
zonificacion dentro del manglar, iniciando con el mangle rojo en el borde (especies del género
Rhizophora), en contacto directo con los aportes de agua; luego el mangle negro (especies del
género Avicennia) y el blanco (especies del género Laguncularia); y por dltimo el mangle botoncillo
(especies del género Conocarpus). Esta zonacion no se cumple en muchos sitios debido a que
tanto la ubicaciéon como la composicion, la estructura y el funcionamiento del manglar dependen
de la combinacién del conjunto de los factores fisicos, quimico (Thom 1967; Twilley 1999) e
incluso biolégicos relacionados con la capacidad de dispersion y colonizacién de los propagulos
en funciéon de su peso (Rabinowitz 1978), y las interacciones vegetacion-fauna que se presentan

en el manglar (McKee 1995).
2.2.5. Los bosques de manglar en nicaragua

En Nicaragua los bosques de manglares crecen a lo largo de aproximadamente el 30 por
ciento de sus costas, distribuyéndose entre los litorales del Pacifico y Caribe. Los bosques
extensamente mas desarrollados se situan la costa del Pacifico, los arboles alcanzan una altura
promedio de 15 metros. En la costa del Caribe, los manglares estin asociados con deltas y
lagunas, formando bosques mas altos de los del Pacifico, alcanzando alturas de 25 m (Bégué

1966).

Segun FAO (2005), en Nicaragua las especies del manglar presentes son: Acrostichum
anrenm L., A. bicolor Standl. (Fig. 11) Avicennia germinans (L) (Fig. 12), Conocarpus erectus L. (Fig. 13),
Laguncularia racemosa (L..) C.¥. Gaerth (Fig. 14) Pelliciera rhizophorae Triana & Planch., Rhizophora
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harrisonii Leechm, Rhizophora mangle (L) y Rhizophora racemosa G. Mey (Fig. 15). L.a Region del caribe
tiene aproximadamente 600 Km® de bosque de manglar (CIDCA 1996). Con cinco diferentes
especies de mangle, mangle rojo (R. zangle), es el mas abundante, el mangle negro (A. germinans),
mangle blanco (L. racemosa), mangle de gambas (P. rhizophorae) y botoncillo (C. erectus) (MAIZCo
1997).

En la region del Pacifico los ecosistemas de manglares de mayor importancia estan en
bloques: Estero Real (72.6 %), Estero Padre Ramos (8.5 %), Aserradores-Corinto (11.2 %);
Poneloya - Puerto Sandino (7.7 %). En estos bloques de manglares estan presentes las siguientes
especies: R. mangle, R. harrisonii, R. racemosa, A. germinans, A. bicolor, L. racemosay C. erectus (UICN

1992; CATIE/UICN1991).

Fotos A y B de Espinoza et al. 2000

Fotos C y D de Daniel H. Janzen,

Figura 11. Avicennia bicolor (palo de sal). Flores (A), Frutos inmaduro (B), arbol maduro (C)
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Fotos A y B tomadas de CONAFOR

e OO v NG Y
“'Foto de: Chad Zuber

Figura. 12. Avicennia germinans (palo de sal o mangle negro), Flores (A), Frutos maduros (B) y arbol adulto (C)
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Fotos A y B tomadas de www.plantasyhongos.es

Figura 13. Conocarpus erectus (botoncillo). Inflorescencia y polinizador (A), Frutos verdes y maduros (B) y un parche de
botoncillo frente a la isla Santa Lucia, Le6n Nicaragua.
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Foto de Bob Gibbsons N item:9985854
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Foto de Claudia Dolmus Bustillo

Foto de Rick Poley.Numero de articulo: 6011292

Figura 14. Laguncularia racemosa (mangle blanco). Inflorescencia (A), frutos (B) y un parche de varias plantas
de mangle blanco en la isla Santa Lucia, Le6n Nicaragua.
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(2)

R. harrisonii R. racemosa

R. mangle

Fotos de Claudia Dolmus Bustillo

Figura 15. Las tres especies de Rhizgphora presentes en el Pacifico de Nicaragua. (1) Inflorescencia. (2) Plantas
jovenes de las tres especies, en estas fotos se ve que las plantas tienen su primera inflorescencia a temprana edad.
R. harrisonii, 1a inflorescencia puede presentar entre 3 a 5 ramificaciones lo cual se puede apreciar en la foto 1 (B).
En cambio R. racemosa siempre presentara mas de 5 ramificaciones en su inflorescencia 1(C) y R. mangle 1(A) el
maximo de ramificaciones presente en la inflorescencia de esta especie seran 2.
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2.2.6 Factores abioticos estresantes en los manglares y sus adaptaciones

2.2.6.1 Alta irradiancia

El crecimiento de las plantas es dependiente de la variacién genética y de las condiciones
ambientales (relaciéon planta-suelo-atmosfera). Por tanto, la cantidad de radiacién disponible
influye en los procesos fisiol6gicos, morfogenéticos y reproductivos de plantas, afectando asi de
forma significativa al funcionamiento general del ecosistema (Kohen et al. 1995). Si bien la luz
resulta fundamental para la realizaciéon de la fotosintesis, una intensidad luminosa que sobrepase
el nivel de adaptacion de los vegetales, combinada con otros factores causantes de estrés, causa
reduccion en la actividad fotosintética. (Deming-Adams and Adams 1992; Horton et al. 1994;
Lucinski and Jackoswki 20006).

Kraus et al. (2008) indican que la intensidad luminica afecta el crecimiento de los
manglares. Kathiresan and Bingham (2001) mencionan que la tasa fotosintética de los manglares
tiende a estabilizarse en niveles relativamente bajos de luz e incluso pueden llegar a presentar un
mayor crecimiento con bajos niveles de irradiacién que con radiaciéon de la luz directa

(Kathiresan and Moorthy 1993; Farnsworth and Ellison 1996; McGuiness 1997).

2.2.6.2. Salinidad

Uno de los factores que influye de forma directa reduciendo el crecimiento de la planta
es la salinidad del suelo, un problema que se incrementa afio a afo sobre todo en las regiones
aridas y semiaridas del mundo como consecuencia de una baja precipitacion (Villa et al. 2000).
El efecto de las sales en la planta se manifiesta a dos niveles, por una parte, creando un estrés
osmotico que afecta la retenciéon osmotica del agua y por la otra mediante un estrés iénico
causado por la toxicidad dependiente de los efectos de los iones particulares implicados,
especificamente sobre el citoplasma y las membranas de las células (Larcher 1995). En los
manglares, la marea ejerce su influencia sobre la vegetacion a través de factores como la
saturacion del suelo (los poros donde el agua substituye a los espacios aéreos), la forma y
disponibilidad de nutrientes y la salinidad del agua superficial y del suelo, de manera que estos
factores pueden afectar directa o indirectamente en el crecimiento de la vegetacion presente en
los manglares. (Watson 1928; Chapman 1944; Macnae 1968). De hecho, la sal es la caracteristica

mas importante del ambiente del manglar y los manglares inevitablemente absorben algunos
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iones de sodio y cloruro del agua del mar. El hecho de que los mangles puedan crecer en sustratos

altamente salinos, indica que son capaces de controlar la absorciéon de sal y mantener un

equilibrio hidrico (Connor 1969; Downton 1982; Ball and Pidsley 1995; Aziz and Khan 2001).
2.2.6.3 Anoxia

Un segundo factor que afectan en el crecimiento de las plantas de mangle es la falta de
oxigeno por las frecuentes inundaciones a los que son sometidos. Estas especies han desarrollado
una serie de adaptaciones fisiolégicas (en su funcionamiento) y morfoldgicas (en su forma o
estructura) o bien en su estrategia de vida, que les permiten tolerar el estrés o bien evitarlo. Una
de las principales es la formacién de tejido de aerénquima y la produccién de organos o
respuestas especiales en raices y tallos. El aerénquima es un tejido lleno de espacios aéreos que
permite la aireacién del tejido sumergido y el transporte de oxigeno. Las raices sufren
transformaciones para lidiar con la falta de oxigeno con adaptaciones especificas como, raices

aéreas y neumatoforos (Fig. 16) (Moreno-Casasola 2010).

www.tropicalrainforestem.com Fuente: deskgram.net

Figura 16. Raices aéreas en Rhizophora sp. (A)(C) y neumatéforos en
Avicennia germinans (B) (D)
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2.2.6.4 Adaptaciones fisiologicas

Sin embargo, y a pesar de la influencia de los factores antes mencionado han logrado
colonizar las zonas marinas costeras con éxito gracias al desarrollo de numerosas adaptaciones
morfoldgicas, reproductivas y fisiologicas (Saenger 1983, Clough 1984; Tomlinson 1986;
Hutchings and Saenger 1987, Naskar and Mandai 1999), algunas ya descritas en los apartados
anteriores. A continuacién, se describen algunas adaptaciones fisioldgicas al exceso de luz y

salinidad.
2.2.6.4.1 Adaptaciones fisiolégicas al exceso de luz:

Las plantas han desarrollado mecanismos para evitar efectos dafiinos de la luz excesiva,
desarrollando varios mecanismos que les permiten lograr el uso eficiente y seguro de la luz y al
mismo tiempo proteger los tejidos fotosintéticos de los dafios que puede ocasionarle el exceso
de luz (Demmig-Adams 1996). Los mecanismos son 1) Evitar el exceso de luz, 2) Disipacion de

la energfa absorbida y 3) Mecanismos antioxidantes (Esteban 2009).
a) Evitar el exceso de luz

Es por ello que la fuerte intensidad luminica del ambiente donde se desarrollan los
manglares ha provocado que adquieran una serie de caracteristicas xeromorficas, tales como la
disminucién en la superficie foliar, pocos estomas por unidad foliar, mesofilo empalizado y
cuticula mas gruesa en las hojas que estan mas expuestas al sol (Tomlison and Wheat 1979). Las
especies de mangles son plantas con metabolismo C3, sin embargo, presentan un uso eficiente
del agua y de la luz solar muy parecido a los de las C4 (Ball 1988). Una adaptacion que se discutira
en detalle en el capitulo “Cristales de sal en Awvicennia germinans”, incluye la acumulacion en la
epidermis de sustancias, como la sal en Awvicennia, que reflejen o filtren la luz, cuyo resultado

global es reducir la cantidad de energfa que llega a los tejidos fotosintéticos.

Por otro la del desarrollo de las hojas es afectado por la luz presente en el ambiente,
formandose hojas de sol o de sombra. Las hojas de sol y de sombra presentan diferente posicion
en el dosel, lo cual hace que el gradiente de absorcién de luz entre las dos hojas difiera.
(Niinemets et al. 1998). La capacidad de aclimatacion de las diferentes especies de mangle a los

gradientes de luz varfa de una especie a otra e incluso dentro de la misma especie.
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La variacion en la cantidad y proporcién de componentes presentes en la fotosintesis
(principalmente proteinas y pigmentos) también pueden crear desequilibrio entre la absorcion y
el uso de energfa luminica. Existen tres mecanismos principales que pueden reducir la energia
luminica de los centros de reaccion en los fotosistemas: (i) la reduccion del tamafio de las antenas,
(i) el aumento de pigmentos fotoprotectores como las antocianinas y carotenoides y (iii) reducir
el contenido de clorofilas (Chl). Por otro lado, la sintesis de proteinas solubles involucradas en
la fotosintesis, la cadena de transporte de electrones fotosintéticos y los complejos pigmentos-
proteinas (los cuales modifican el tamafio de la antena) pueden ajustar el uso de energia en

funcién de la radiacién recibida y el nivel de estrés soportado (Murchie and Niyogi 2011).
b) Disipacion del exceso de energia mediante mecanismos de fotoproteccion

En los complejos antena, la energia de un fotén absorbido se trasfiere a la de la molécula
de pigmento que la absorbe, quedando ésta en un estado excitado inestable, con marcada
tendencia a ceder este exceso de energia denominado energfa de excitacion o excitoén y volver al
estado fundamental de energfa minima. La desexcitacion se efectia por tres rutas: a) pérdida de
energfa como calor, b) como transferencia de energfa a otras moléculas suficientemente cercanas
y ¢ liberacion de energfa radiante como fotén visible de menor energia (fluorescencia) que el
que caus6 la formacion del estado excitado (Maxwell & Johnson 2000; Strasser et al. 2000; Brack

and Frank 1998; Appenroth et al. 2001).
A continuacion, se explicara el mecanismo de fluorescencia de la clorofila:

La fluorescencia de la clorofila esta considerada una herramienta util para distinguir los
efectos estomaticos y no estomaticos en la limitaciéon de la fotosintesis (Maxwell and Jonhson
2000). La fluorescencia de la clorofila es una medida no destructiva, de facil manejo y rapida
respuesta. Esta técnica suministra informacién acerca de, su organizaciéon y sobre diversas
reacciones de transferencias de electrones especificas del fotosistema II (PSII). La mediciéon de
la fluorescencia de la clorofila puede ser un método para la valoraciéon de la tolerancia de las
plantas a condiciones medioambientales propias del medio o bien inducidas. La emisién de
fluorescencia ocurre en la region roja del espectro (680-800 nm) debido a la fluorescencia de la
clorofila. Kaustky et al (1960) encontraron un incremento de rendimiento de la fluorescencia de
la clorofila (en un periodo de 0.5-2 s) (Fig. 17) al momento de transferir el material fotosintético

de oscuridad a luz.

24



Introduccion

Este aumento se debe a una reduccion de aceptores de electrones en la via fotosintética
de PSII en particular Plastoquinona A (QA). Una vez que QA ha aceptado un electron, no es
capaz aceptar un segundo electron hasta que haya pasado el primer electrén a Plastoquinona B.
Durante este tiempo el centro de reaccion es cerrado lo cual lleva a una reduccion general en la
eficiencia de la fotoquimica y un incremento en el rendimiento de la fluorescencia (Maxwell and
Jonhson 2000). Kaustky et al (1960) observaron que cuando se analiza con detalle la curva de
fluorescencia de Fo a Fm tiene varios pasos que varfan dependiendo en el estado redox de los
componentes de la cadena de transporte de electrones fotosintéticos (PETC). A estos
fragmentos de induccion de florescencia cinética la llamaron curva OJIP. Se consideran tres
periodos en la cinética de la fluorescencia emitida por la clorofila: cinética rapida, cuando alcanza
el valor maximo (Fm), expresando los resultados mediante la relacién con la fluorescencia
variable (Fv = Fm-Fo). La razén Fv/Fm es proporcional a la méaxima eficiencia fotoquimica
primaria de las hojas (Demmig-Adams and Adams 1992), y es una de las variables de
fluorescencia mas estudiada por numerosos autores (Bjokman and Demming 1987) que han

encontrado buenas correlaciones entre este parametro y el estrés hidrico (Fililla et al. 1998).

Fm

PQ pool reduced
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QA reduced
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Accumulation of
NADPH and ATP
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Fluorescence

“Open traps™
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Figura 17. Efecto Kaustky de material fotosintético al pasar de oscuridad a luz, lo cual produce un
aumento en el rendimiento de la fluorescencia de la clorofila en un corto perfodo de tiempo (0.5-
2.0s). (Adantado de Esteban. 2009).

Desde el punto de vista de la emision de la fluorescencia existen fundamentalmente dos
mecanismos que compiten durante los procesos de disipaciéon. Estos son la conversion
fotoquimica de energfa en los centros de reaccion del fotosistema II y los mecanismos no

fotoquimicos al nivel de antena y centros de reaccion (Horton et al. 1996).
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La disipacion fotoquimica (qP) se inicia debido al aumento de electrones exportados por
el PSII, a la activacion de las enzimas implicadas en el metabolismo del carbono y la apertura de
los estomas (Baker and Rosenqvst 2004; Flexas et al. 2002). Por tanto, qP cuantifica la capacidad
fotoquimica del PSII, y corresponde a la cantidad de centros de reaccion del PSII abiertos. Por
su parte, la disipacion no fotoquimica (qN) refleja la activacién de los procesos no fotoquimicos
que conducen principalmente a la disipacion de energfa no radiante (calor), tales como cambios
en el gradiente de pH transtilacoidal, fotoinhibicién por medio de la desconexién de los

complejos captadores de luz, formacién de zeaxantina, etc (Rohacek 2002).

En los procesos de disipacion participan los carotenoides. Los carotenoides son junto
con las clorofilas los pigmentos mas ampliamente distribuidos en los vegetales (Emodi 1978) y
estan caracterizados como derivados isoprenoides (Badui 1993). Deben su nombre al -
caroteno, primer carotenoide en ser aislado de la zanahoria (Dawucus carota). Se han dividido en
dos grandes grupos de acuerdo con la estructura quimica: carotenoides y xantofilas. L.os primeros

tienen caracteristicas de hidrocarburos, son solubles en éter de petréleo, tetrahidrofurano y entre

ellos estan a-caroteno, B-caroteno, y-caroteno y licopeno.

Por su parte, las xantofilas son la forma oxidada de los carotenoides y se presentan como
aldehidos, acidos, ésteres y alcoholes, son solubles en metanol y algunos ejemplos son B-

criptoxantina, [3-apo-8-carotenal, anteraxantina (A), luteina (L), violaxantina (V), neoxantina

(N), zeaxantina (Z), etc. (Bauernfeind 1981).

Los carotenoides actian como pigmentos antena en la captacion de la energfa solar en
todos los tejidos que llevan a cabo el proceso de fotosintesis y en ausencia de ellos se destruye
el aparato fotosintético por fotooxidaciéon, ya que los carotenoides tienen un efecto
fotoprotector por su habilidad de inactivar oxigeno reactivo formado por exposicion al aire y la
luz. Ademais, algunos carotenoides estan presentes en raices y hojas y sirven como precursores
del acido abscisico el cual funciona como mensajero quimico y regulador del crecimiento (Von

Elbe and Schwartz 1996).

Las xantofilas, fundamentalmente conocidas por el ciclo VAZ (V+A+Z), juegan un
papel fundamental al regular con gran precision la eficiencia de la transformacion de luz luminica
a quimica, respondiendo bien a las variaciones en las condiciones ambientales. (Demmig-Adams

and Adams, 1992).
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Thayer and Bjorkman (1990) indican que el contenido de pigmentos VAZ, expresado
por clorofila, es relativamente estable en distintas especies que se desarrollaron en idénticas
condiciones luminosas, pero varia en especies que crecen en diferentes ambientes luminosos,
encontrandose valores de VAZ superiores en hojas expuestas al sol que hojas de sombra de la

misma especie.

El ciclo de las xantofilas esta ampliamente distribuido en la naturaleza y se localiza en las
membranas tilacoidales de plantas superiores y algas. Existen dos variantes del ciclo: el de la
violaxantina (o ciclo VAZ) que es el mas comun y se da en las plantas superiores, y el ciclo de la

diadinoxantina en algunos tipos de algas (Adamska 1997).

Cuando la energfa absorbida por la clorofila resulta excesiva, bien por un aumento de la
intensidad de radiacién o porque el aparato fotosintético haya sufrido algun cambio y no esté
operativo al 100 %, el pH del lumen disminuye hasta 5 (valor éptimo de la enzima violaxantina
desepoxidasa), produciéndose la conversion de violaxantina en anteraxantina y posteriormente
en zeaxantina (Fig. 18). Existen evidencias de que ambos pigmentos, zeaxantina y anteraxantina,
actian como intermediarios en el proceso de fotoprotecciéon del aparato fotosintético
(Verhoeven et al. 1999). Cuando las condiciones se vuelven favorables y la energia recibida no
excede a la que puede ser utilizada en la fotosintesis, la zeaxantina vuelve a convertirse en

anteraxantina y violaxantina por la accién de la enzima zeaxantina oxidasa (Adams and Demmig-

Adams 1994).

The Violaxanthin Cycle

Lumen Thylakoid membrane Stroma
De-epoxidation I oH [l Epoxidation
VOE HO violaxanthin ZE

S-S %
pH <58 1 OH pH7.5
dscorbats HO antheraxanthin 0O,, NADPH
| FAD, ferredoxin
OH
high light i Ho zeaxanthin i Low light

Figura 18. Interconversioén de los pigmentos VAZ en condiciones de luz elevada (pH intratilacoidal bajo) y
luz baja (pH intratilacoidal alto). Fuente: Peter Jahns https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2008.09.013
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c) Metabolismo antioxidante

La energia no disipada genera especies reactivas del oxigeno (ROS). Las plantas poseen
un set de antioxidantes para desintoxicar directamente estas especies reactivas las cuales incluyen
un mecanismos enzimatico y no enzimatico (Mitler 2002). Entre las moléculas antioxidantes
estan los tocoferoles, que son moléculas liposolubles y son de cuatro tipos «, B, ¥ y 8. Estan
presentes en gran variedad de tejidos. Los podemos encontrar en hojas, semillas, frutos, raices,
cotiledones, hipocétilos, flores y en los diferentes 6rganos florales y la cantidad y composicion
pueden variar enormemente entre unos y otros (Munné Bosh 2010). Tienen un papel importante

en como antioxidante debido a que pueden desactivar quimica y fisicamente el oxigeno singlete

(Munné Bosh and Alegre 2002).
2.2.6.4.2 Adaptaciones fisiolégicas a la salinidad

En un bosque de manglar a primera vista, se observa la adaptaciéon mas reconocible
desarrollada por mangles para adaptarse a un medio ambiente marcado por la sucesion de las
mareas, que es el sistema de enraizamiento aéreo, que esta completa o parcialmente expuesto a
la atmosfera, al menos una parte del dia (The World Mangroves 1980-2005. 2007). Segin
Tomlison (1986), solamente los mangles estrictos o verdaderos han desarrollado este sistema de
raices las cuales tienen como principales funciones el intercambio gaseoso, el anclaje del arbol
en el suelo fangoso y la absorcion de nutrientes. Este sistema de raices aéreas puede tener

diferentes estructuras de acuerdo con la especie.

Popp (1995) ha senalado que los mangles, al estar expuestos al agua de mar, han
desarrollado distintos mecanismos de resistencia o tolerancia consistentes en evitar/ regular
/tolerar o acomodarse a la sal. En general, los mangles son fisiol6gicamente tolerantes a altos
niveles de sal (Ball 1996), y en general todos los mangles excluyen sal con mayor o menor
eficiencia sal a nivel de las raices (Scholander et al 1962, 1966; Scholander 1968; Clough 1984),
y la fracciéon absorbida se concentra en el interior del tejido de la planta variando las cantidades
acumuladas de acuerdo a cada especie. Esta sal interior es necesaria en los tejidos al contribuir a
disminuir el valor del potencial hidrico por debajo del que presenta el agua del mar /suelo sobre
el que enraizan, haciendo asi que fluya el agua desde las raices hasta las yemas (Field 1995). En
géneros como Avicennia, Laguncularia y Rhizophora, el fruto contiene semillas que se desarrollan

precozmente, de manera que la semilla germina aun unida al arbol madre. El embrion de las
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semillas se convierte en una plantula sin periodo inactivo (Gill and Tomlinson 1969). Al
fenémeno que se produce cuando el embrién rompe el pericarpio y crece mas alla de este
alcanzando longitudes considerables, mientras permanece unido al arbol madre, se le conoce
como viviparidad. Basado en el factor salinidad las especies de manglares han sido clasificadas
de acuerdo con tres estrategias de tolerancia a la salinidad: (i) las que excluyen sales a nivel de las
raices, (i) las que acumulan sales en las vacuolas, y por ultimo (iii) las que secretan a través de las

hojas mediante glandulas especializadas (Ball 1988).
2.2.6.4.2. 1 Exclusion de sal

Mecanismo que se utiliza para controlar la absorcion de sal del medio salino, siendo por
tanto la primera barrera para evitar la toxicidad de la sal, que consiste en excluir sus iones de la
savia del xilema. Este mecanismo es efectivo en las raices, donde el agua se absorbe al simplasto
y la sal se excluye en gran medida (Rains and Epstein 1967; Scholander 1968; Werner and Stelzer
1990; Popp et al. 1993). En el caso del género Avicennia posee un sistema muy especializado, sus
raices en forma de estrella se anclan al suelo bajo la superficie, elevandose unos segmentos
esponjosos llamados neumato6foros, los cuales permiten tomar aire de la atmosfera mientras sus

raices principales estan inundadas por la marea (Prahl 1989).
2.2.6.4.2.2 Extrusion de sal

La extrusion de sal ocurre a través de las glandulas salinas en hojas de Avicennza. (Baylis
1940; Fitzgerald et al. 1992) y posiblemente a través de las lenticelas de las hojas de Rhizophora
(Baijnath and Chatles 1980). Las lenticelas son estructuras que facilitan el transporte de oxigeno
a las raices, contribuyendo a la recuperaciéon y mantenimiento de la respiraciéon aerdbica en
plantas sometidas a inundacién (Ferreira et al. 2009), ademas ayudan en la liberaciéon de
compuestos toxicos (Cao and Conner 1999). Las lenticelas son hidrofébicas, permeables al aire
pero no al agua, y se abren y cierran de acuerdo al nivel de inundacién presente. Avicennia, forma
glandulas de sal de manera constitutiva, haya o no presencia de sal en el medio y es la especie
mas eficiente entre todas las que expulsan sal, de manera que puede crecer en condiciones

altamente salinas (Joshi et al. 1975).
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2.2.6.4.2.3 Almacenamiento de sal

Popp et al. (1993) and Popp (1995) no encontraron evidencia de que el movimiento
interno de la sal sea regulado una vez excluida del xilema de la hoja. Algunas especies de mangles
a menudo depositan sodio y cloruro en la corteza de tallos y raices, y en hojas mas viejas

(Atkinson et al. 1967; Joshi et al. 1975; Clough and Attiwill 1975; Wang and Lin 1999).

El almacenamiento de sal (particularmente del ion Na) se acompafia de suculencias, para
permitir la dilucién de la sal acumulada, aumentando el contenido de agua por area foliar. En
estudios de Rhizophora (Bowman 1921, Camilleri and Ribi 1983) y Sonneratia (Walter and Steiner

1936) indican que la suculencia es una respuesta principalmente a la presencia de Na y CL

Los efectos metabodlicos del NaCl a nivel citoplasmatico no se conocen adecuadamente.
La sal puede influir potencialmente en el funcionamiento de enzimas metabdlicas, y, por lo tanto,

afectar procesos vitales como respiracion, fotosintesis y sintesis de proteinas (Akatsu et al. 1996).
Las adaptaciones a la anoxia, se han descrito en el apartado 2.2.6.3

3. ¢Por qué estan en peligro el bosque seco y el manglar?

Algunos consideran que el bosque tropical seco de América Central es uno de los ecosistemas
mas amenazados de la regién tropical y argumentan que merecen alta prioridad para la
conservacion (Janzen 1986). El deterioro que presentan actualmente las areas boscosas tropicales
como consecuencia de acciones antropicas ha traido como resultado la fragmentaciéon y
reduccion a pequefios parches o sistemas de bosques aislados (Wright and Muller-Landau 2000).
La pérdida de habitat genera una rapida desaparicién de especies y por consiguiente dafios
irreversibles en los ecosistemas y en la estabilidad del planeta. Uno de los ecosistemas que se ha
visto mas afectado es el Bosque Seco Tropical, el cual se ha convertido en uno de los mas

amenazados, encontrandose al borde de la extincién en la mayoria de las regiones del planeta.

(Janzen 1998).

En las ultimas dos décadas la superficie forestal ha disminuido en América Central y
América del Sur debido a la deforestacion causada por la conversion de tierras forestales a la
agricultura y la urbanizacion; siendo América Central la regién que registrd la mayor pérdida de

area de bosque, pasando de las 25717 hectareas en 1990 a 19499 hectareas en el 2010.
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Los bosques de manglar son uno de los ecosistemas mas productivos del mundo y
generan gran productividad que exportan hacia los ecosistemas vecinos como los pastos marinos
y los arrecifes de coral (Kathiresan and Bingham 2001; Krumholz and Jadot 2009; Valle et al.
2011). No obstante, estos bosques son uno de los mas amenazados por el intenso

aprovechamiento de su madera, la explotaciéon minera y las construcciones con fines turisticos

(Alvarez-Le6n 2003).
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Obijetivos generales

1. Objetivo general

Este trabajo empez6 en 2011, enmarcado en el proyecto de cooperacion financiado por
la Agencia Espanola de Cooperacion Internacional para el Desarrollo (AECID). Un puntal
importante de este proyecto fue promover el desarrollo y fortalecimiento del Departamento
de Biologia Vegetal de la Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua-Leén (UNAN-
Leon), tanto desde un punto de vista académico como investigador, con el objetivo que ésta
se convirtiese en institucion de referencia en la conservacion de los manglares. Ademas, una
de las lineas estratégicas de este proyecto fue promover el desarrollo de docencia de
postgrado. Por lo que, dentro del proyecto se financié y apoyd académicamente la
realizacién de una tesis doctoral de la masteranda Claudia Maria Dolmus Bustillo, actual
autora de la presente tesis doctoral, en el Dpto. Biologia Vegetal y Ecologia de la
Universidad del Pais Vasco / Euskal Hertriko Unibertsitatea (UPV/EHU). Esto se realiz6
con el propésito promover la formacion de personal en Biologia Vegetal con un acervo de
conocimientos de Ecofisiologfa, lo cual podria ser aplicado a un fomento de la mejora en la
conservacion de los ecosistemas tropicales nicaragienses. Los participantes de este
proyecto fueron profesorado e personal investigador de la UNAN-Ledn, junto con el
personal docente e investigador de tres universidades espafiolas. la Universidad de Sevilla
(US), Universidad de la Laguna (ULL) y Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU). Pero
también se implicaron estudiantes de la US, UNAN-Leon, jévenes comunitarios de las

Peqitas y Salinas Grandes, y otros colaboradores con petfiles diversos.

Ademas, de lo anterior, Nicaragua es una zona experimental ideal, ya que presenta clima
tropical seco (precipitaciones promedio anuales comprendidas entre 750-6000 mm en los
distintos ecosistemas y alta radiacion) y la Reserva Isla de Juan Venado (RJV) es un
ecosistema unico, diverso y fragil. Es una zona fragil por los fenémenos naturales como
huracanes y por la degradacion y perdida de los recursos por la falta de conocimiento y uso

irracional de los recursos al ser la fuente de sobrevivencia de los pobladores aledanos.

Dentro de las formaciones vegetales se encuentran los bosques secos y el manglar, con
especies que han desarrollado adaptaciones fisiologicas para enfrentar el estrés ambiental
ocasionado por las condiciones climaticas. Es por ello que el objetivo principal de este
trabajo es entender los mecanismos fisiolégicos de adaptacion de las especies

lefiosas del bosque tropical seco de Nicaragua y manglar a los estreses ambientales,
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en particular al exceso de luz, temperatura y la salinidad. Esto podria ayudar en el
futuro a disenar planes de gestion adecuada a estos recursos para su protecciéon y usos

sostenible de las especies presentes.
2. Objetivos especificos

El objetivo central del estudio (indicado en el apartado 1) se desarrollé a través de los
siguientes objetivos especificos que corresponden a cada capitulo (indicado entre

paréntesis).
2.1.  Obijetivo 1 (capitulo IV)

El bosque seco tiene una gran diversidad de especies vegetales, desde especies
ornamentales hasta especies de aprovechamiento forestal. Una caracteristica comun es que
todas tienen mecanismos para adaptarse a los ambientes con poca disponibilidad de agua
dulce y gran irradiacién, marcada esta disponibilidad por la estacionalidad del clima tropical
seco (estacion seca y estacion humeda). Por lo que, el objetivo que nos planteamos es
determinar e indagar en las adaptaciones fotoprotectoras de las especies arboreas del bosque
seco, tanto en la estacién seca como en la lluviosa. Se hipotetiza que existe una diferencia
significativa en la activacion de los mecanismos fotoprotectores asociado a la estacionalidad
y ademas, que existiran diferencias en las rasgos funcionales de las hojas de sol y sombra de

estas especies, asociado a la gran irradiacion solar de este ecosistema,
2.2.  Obijetivo 2 (capitulo V)

Las especies de mangle se distribuyen conforme al gradiente de salinidad del suelo en la
RJV. Sin embargo, la salinidad es un factor variable a lo largo de la época del ano, debido a
la presencia o ausencia de precipitaciones (marcado por la estacionalidad). Por lo que nos
proponemos el objetivo de describir la respuesta fotoprotectora en relacion a la salinidad de
las especies de los mangles de la RJV en la estacion seca y lluviosa. La hipétesis planteada
para este capitulo es la respuesta a la salinidad es dependiente de la especies y la

estacionalidad.
2.3.  Objetivo 3 (capitulo VI)

Las tres especies del género Rhizophora (R. mangle, R. harrisonii y R. racemosa) presentan en
principio caracteristicas fenotipicas similares, las cuales hacen dificil su separaciéon como

especie a nivel fenotipico. Por lo que el objetivo propuesto es testar los rasgos funcionales
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optimos para diferenciar morfofisiolégicamente las tres especies del género Rhizophora. Se

hipotetiza que existan marcadores bioquimicos para la diferenciacién de las especies.
2.4.  Obijetivo 4 (Capitulo VII)

Avicennia germinans es una especie del manglar que logra desarrollarse en ambientes con
altas concentraciones de salinidad gracias a que sus hojas excretan la sal que no ha sido
excluida por las raices. El objetivo de este capitulo es evaluar si la formacion de cristales de
sal en la superficie de la hoja del mangle negro (Avicennia germinans L..) puede representar un
mecanismo fotoprotector dinamico a la alta irradiancia del ecosistema. Se hipotetiza que la

sal en el haz de la hoja de .A. germinans tiene una funciéon fotoprotectora.
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Materiales y Métodos generales

1. Lugar de estudio

El estudio de la presente tesis doctoral se llevé a cabo en la zona Pacifica de Nicaragua,
en dos ecosistemas diferentes, el bosque seco y el manglar (ver detalles en la Introduccién y en
los capitulos correspondientes). L.as muestras utilizadas del manglar se obtuvieron en la Reserva
Natural Isla Juan Venado, (IJV) (12°22°N, 87°01°W), que ocupa una barrera arenosa de noreste
a suroeste paralela al litoral del Pacifico en la ubicacion costera del Municipio de Ledén. Esta
reserva mide unos 22 Km, de longitud y un ancho entre 30 m, en la parte mas angosta y 1000-
1250 m en la parte mas ancha (MARENA 2002). Con una estacién seca que abarca los meses de
noviembre a abril y una estacion lluviosa que va desde mayo a octubre (ver Figura 6 en la
introduccién). En la isla podemos encontrar diferentes ecosistemas, bosque de manglar, bosque
seco y areas abiertas con pastizales. Esta reserva es considerada como refugio para aves
migratorias, especies silvestres amenazadas y en peligro de extincion. Representa grandes
posibilidades de desarrollo por las diferentes actividades econdémicas (turismo, pesca,
explotacién maderera...) que realiza la poblacion local. Ademas, cuenta con sitios escénicos,
considerados como potencial ecoturistico. Todo esto ha llevado a que la reserva sea una zona
altamente intervenida por las actividades de la poblacién, pero pocos estudios ecofisioldgicos se

han realizado en la zona.
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Figura 1. Mapa de la Reserva Isla Juan Venado, Nicaragua, representado entre las dos zonas de color rosa.
Fuente: http://rnislajuanvenado.blogspot.com
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Capitulo 111

2. Material vegetal y procedimiento de recoleccion de muestras

LLas muestras recolectadas del bosque de mangle fueron de diferentes especies arboreas
de los géneros Rhizophora, Avicennia, Laguncularia,y Corocarpus (Tabla 1). En concreto, se utilizaron
muestras de hojas para todas las especies arboreas del manglar, propagulos y plantulas para las

especies de Rhizophora mangle, Avicennia germinans y Laguncularia racemosa (Tabla 1).

En el bosque seco se recolectaron especies arboreas de los géneros Andira, Annona,
Calycophyllum, Cassia, Cordia, Dalbergia, Diphysa, Gliricidia, Guazuma, Haematoxylum, Hymenaea,
Pithecellobinm, Prosopis, Pterocarpus, Pterocarpus, Simaroubay Swietenia (Tabla 1). Se utilizaron muestras
vegetales provenientes de hojas, tomando el criterio de la posicion del sol (el transito solar en la
estacion seca esta ubicado al norte y en la lluviosa al sur, este fendmeno se debe a los solsticios
de junio y diciembre). De manera, que se muestrearon hojas de sol (estacién seca con orientacion
norte y estacion lluviosa orientacion sur) y hojas de sombra (estacion seca posicion sur y estacion

lluviosa posicioén norte).

De las hojas, se tomaron discos para llevar a cabo el analisis bioquimico. Se recogieron y
almacenaron en silica gel tal y como se describe en Esteban et al. (2009). Este método alternativo
es adecuado para la conservacion de pigmentos fotosintéticos y tocoferoles de lugares remotos,
tales como IJV, donde el nitrégeno liquido no esta disponible. Este método proporciona
resultados confiables, sin embargo, posee la limitacién de que el indice de epoxidacién no puede
determinarse en muestras, ya que existe una formacion residual de zeaxantina durante el proceso
de conservacién (para mas informacion, ver Esteban et al. 2009). Es por ello, que no se tendra
en cuenta el indice de epoxidaciéon, pero si los contenidos totales de
violaxantina+anteraxantina+zeaxantina. Las muestras fueron transportadas al laboratorio
analitico (Dpto. Biologia Vegetal y Ecologia, UPV/EHU, Leioa, Bizkaia), donde se congelaron

en nitrogeno liquido y se conservaron en un congelador a -80 °C hasta su analisis.
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Tabla 1. Resumen de las principales especies muestreadas en la presente tesis doctoral. Ver detalles en los

capitulos
Ecosistema

Manglar

Manglar

Manglar

Manglar

Manglar

Manglar

Manglar

Bosque seco
Bosque seco
Bosque seco
Bosque seco
Bosque seco
Bosque seco
Bosque seco
Bosque seco
Bosque seco
Bosque seco
Bosque seco
Bosque seco
Bosque seco
Bosque seco
Bosque seco

Bosque seco

Especies
Avicennia germinans L
Avicennia bicolor

Conocarpus erectus L.

Laguncularia racemosa L. C.F. Gaerth

Rbizophora mangle L.

Rhizopora harrisonii Leechman

Rbizophora racemosa (Hochz.) Salvoza

Abndira inermis W. Wright
Annona glabra L.

Calycophyllum candidissimum (Nahl) DC

Cassia fistula 1.

Cordia dentata Poiret
Dalbergia sp

Diphysa americana (Mill.)
Gliricidia sepinm (Jacq.)
Guazuma nimifolia Lam
Haematoscylum brasiletto H. Karst
Hymenaea conrbaril L
Pithecellobinm oblongum Benth
Prosopis juliflora (Sw.) DC
Pterocarpus robrii Vah
Simaronba amara Aubl

Swietenia humilis Zucc

Organo

Hojas, Raices Propagulos

Hojas
Hojas

Hojas, Raices Propagulos
Hojas y Propagulos

Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas

Estacion
Seca y lluviosa
Seca
Seca
Seca y lluviosa
Seca y lluviosa
Seca
Seca
Seca
Seca y lluviosa
Seca y lluviosa
Seca y lluviosa
Seca y lluviosa
Seca
Seca
Seca y lluviosa
Seca y lluviosa
Seca
Seca y lluviosa
Seca
Seca
Seca
Seca y lluviosa

Seca y lluviosa

Capitulo

V, VII

\Y
\Y
\Y

vV, VII
V, VI
V, VI

v
v
I\Y
v
I\Y
I\Y
v
I\Y
v
I\Y
I\Y
v
v
v
v
v
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3. Especies muestreadas y sus caracteristicas biologicas
A continuacion, se describen con mas detalle las especies utilizadas en esta tesis doctoral

3.1 Especies del manglar:

V' Avicennia bicolor Stand L

Arbol de porte pequefo, con copa irregular, hojas son elipticas, de haz brillante y
totalmente sin pelos, con presencia de sal en el envés de la hoja, con inflorescencia en panicula
terminal o axilar de flores blancas y sin pelos. El fruto es una capsula redondeada y lisa. Con
distribucién desde México hasta Colombia (OFI-CATIE 2003)

v’ Avicennia germinans L.

Avicennia germinans conocido como “mangle negro” suelen alcanzar alturas entre los 3 y

10 m, sus raices son conocidas como neumatoforos, los cuales crecen con geotropismo negativo.
Hojas coriaceas. Flores pequefias de corola casi coridcea en panicula de espiga. Frutos viviparos
llegan alcanzar una longitud entre los 1.5 a 2 cm (Ronquillo 1851; Lindorf et al. 20006). Las hojas
presentan glandulas de secrecion salina, ubicadas en la epidermis superior e inferior de la hoja,
las glandulas son las encargadas de liberar a la planta de importantes cantidades para evitar que
la acumulacion de sal sea perjudicial o letal para esta especie (Lindorf et al. 2000).

V' Conocarpus erectus L.

Atbol o arbusto siempre verde con alturas de 3 a 6 metros, hojas dispuesta en espiral,
inflorescencia en paniculas axilares con flores verdosas, blanquecinas olorosas. Son especies muy
resistente, gusta de suelos arenosos y sueltos, muy humedos o encharcados, pueden plantarse en
tierra seca, resistiendo muy bien la sequia gusta de exposiciones bien soleadas. Se distribuye
desde México hasta Ecuador, Pera y Brasil; también presente en el oeste de Affica Tropical
(www.arbolesornamentales.es).

v' Laguncularia racemosa L. C.F. Gaerth

Laguncularia racemosa conocido como el “mangle blanco” arbol que su altura oscila entre
los 3 a 11 m. Las hojas se caracterizan por la presencia de un par de glandulas en la base de la
lamina, glandulas que ayudan a excretar sales (Graham 1964). Las flores aparecen en unas
paniculas terminales o en una espiga solitaria que emerge de la axila foliar (Chapman 1944).
Existe una incidencia de viviparidad en los frutos que es menor que la de otras especies de

mangle, los frutos son aplanados, con longitud de 2 cm (Rehm 1976).
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V' Rhizophora mangle L.

Arbol que oscila entre los 4 a 15 m de altura (Stevens et al. 2001). Sus hojas presentan
lenticelas. La inflorescencia puede tener una ramificacion y presenta de 2 a 4 flores. Frutos
viviparos con radicula que miden entre 15 a 25 cm de longitud. Especie comin en pantanos
costeros salobres con distribucion de México hasta Ecuador por la zona del Océano Pacifico y
desde Estados Unidos (Florida) hasta el sur de Brasil en el Océano Atlantico, también se

encuentra en la zona costera de Africa.
V' Rhizophora harrisonii Leechm

Arbol que alcanza hasta 20 m de altura. Hojas con presencia de lenticelas. A diferencia
de R. mangle, R. harrisonii presenta inflorescencia entre 2 a 5 ramificaciones. Frutos viviparos con
radicula que pueden medir entre los 11 a 25 cm de longitud. Especie rara del Pacifico, se
encuentra en Nicaragua hasta Ecuador en el Pacifico y desde el Caribe hasta las Guayanas.

(Stevens et al. 2001).
V' Rhizophora racemosa (Hocht.) Salvoza

Rhizophora racemosa no se ha diferenciado claramente de R. harrisonii, pero se caracteriza
por ser arboles con alturas de 16 a 22 m, hojas con presencia de lenticelas, inflorescencia con
mas de 5 ramificaciones frutos con radiculas de unos 25 a 65 cm de longitud. Es una especie que
la encontramos tierra adentro en los litorales de del Pacifico de Nicaragua y Ecuador y desde el

Caribe hasta Brasil (Maranhio) (Stevens et al. 2001).
A las tres especies del género Rhizophora se les denominan “Mangle Rojo”

A continuacion en la Tabla 2 se detallan las adaptaciones que presentan las especies del manglar

antes descritas
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Capitulo 111

Tabla 2. Adaptaciones de raices, excrecion de sal y viviparidad de especies al entorno del manglar.

Especie Raiz falcrea® | Neumatéforos® | Lenticelas @ | Excrecion de | Viviparidad ©
sal @
Rbizophora mangle +++ +++ + +++
Rbhizophora harrisonii ++ ++ + T4+
Rhizophora racemosa + + + T+
Laguncularia racemosa ++ + ++ ++
Avicennia germinans +++ + +++ Tt
Avicennia bicolor ++ + 4+ T+
Conocarpus erectus Tt
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Raiz aérea que ayuda a la estabilizacion es sustratos fangosos, presente en las especies de Rhizophora,
con mayor presencia (+++) en R. mangle por desarrollarse a la orilla del estero, en las otras dos
especies hay menor presencia.

Raices con geotropismo negativo, para evitar anoxia por las inundaciones de marea alta en el manglar.
A. germinans (+++) presenta mayor presencia de neumat6foros.

Estructura que permiten el intercambio gaseoso en inundaciones, estas se encuentran exclusivamente
en raices (+) para algunas especies y en otras en rafces y hojas (++), en mayor presencia en raices y
hojas en R. mangle (+++) por estar en mayor contacto con agua salada.

Poseen diferentes mecanismos para excrecion de sal, A. germinas excreta cristales de sal por el haz de
la hoja y A. bicolor por el envés, son las especies con mejor mecanismo de excreciéon (+++).
Laguncularia racemosa igual que Conocarpus erectus poseen glindulas en sus hojas para excretar sal
(++). Las del género Rhizophora excretan a través de las lenticelas (+).

Semillas que germinan aun estando en el arbol madre, Rhizophora (+++) por ser las que estrictamente
germinan aun en el arbol madre, Avicennia y Laguncularia (++) pueden o no germinar en el arbol
madre.
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3.2. Especies del bosque seco:

v’ Andira inermis (W. Wright) Kunth
ex DC
Especie de la familia Fabaceae.
Arboles medianos a grandes, hasta 30 m de alto,
hojas imparipinnadas, inflorescencias paniculas
terminales de racimos densamente agrupados,
flores morado obscuro, frutos drupaceos e

indehiscente. Especie comuin en bosques secos

y bosques de galeria, también cultivada como

Fotos de Indiana Coronado

arbol ornamental, en todo el pais; con
Figura 2. A. inermis. Flores (A), Frutos (B) y Hojas (C)
distribucion subtrépicos de América y el oeste

de Africa (Tropicos.org.).

v’ Annona glabra L

Especie de la familia Annonaceae, es
un arbol o arbusto con altura de 2 a 5
metros, con hojas simple, flores
solitarias, fruto verde verde-brillante
(Martinez and Fonseca 2017). Crece
cerca del mar, en areas temporal o

permanentemente inundadas con agua

Fotos de Xavier Cornejo. salobre o salina. Esta especie muestra

Figura 3. A. glabra. Flor y Hojas

varias adaptaciones morfolégicas como
(A). Fruto (B)

son el habito de crecimiento con un
tronco hinchado o contrafuertes (Standley 1920). Se distribuye del sur de Florida (Estados
Unidos), Centro América, Sur América, las Antillas y costa oeste de Aftica (Martinez and

Fonseca 2017).
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v’ Calycophyllum
candidissimum (Vahl) DC.
Especie de la familia Rubiaceae.

Alcanza alturas de hasta 30 m, mas
comunmente de 15-20 m, hojas simples,
flores en paniculas terminales fragantes,
con frutos en forma de capsula. Forma
parte del dosel superior del bosque seco
tropical. Se adapta a una gran variedad de
suelos. Es una planta melifera, se
encuentra desde el sur de México,
América Central y las Antillas hasta
Colombia y Venezuela. Arbol nacional

de Nicaragua (MARENA 1994).

v’ Cassia fistula L.

Originario de la India, distribuido
y cultivado en América Central y las zonas
costeras de las Antillas que pertenece a la
familia Fabaceae (Gillman and Watson
1993). Es un arbol pequefio de hasta 5 m
de altura. Las flores son de color amarillo
intenso y sus frutos son vainas negras,
alargadas, delgadas y cilindricas (Sanchez
and Cascante 2008). Abejas y abejorros se
alimentan de su néctar y polen, y son
utilizados como plantas ornamentales y

por sus efectos laxantes (CONABIO).
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Foto de Manuel Viquez. www.elmundoforestal.com Foto de Steven Paton

Figura 5. C. candidissimum. Arbol joven (A), Inflorescencia(B) y Fruto
©

Foto de
www.spanishalibaba.com

Foto de www.etsy.com

Figura 6. C. fistula. Arbol joven (A),
Inflorescencia (B) y Frutos (C)

Foto de www.ebay.com
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v' Cordia dentata Poiret
De la familia Boraginaceae, arbol

pequeno, 2-10 m de altura, hojas simples,
inflorescencias paniculadas con flores que
producen néctar, frutos ovoides, apetecidos por
aves, monos, murciélagos e iguana. Es
caracteristica de bosque seco, principalmente en
areas perturbadas como las orillas de caminos y
carreteras. Ocasionalmente también se encuentra
a las orillas de manglares o en terrenos
temporalmente inundados. Se encuentra en
zonas secas de México hasta Panamai, las
Antillas, Colombia y Venezuela (OFI-CATIE
2003).

V' Dalbergia retusa Hemsl.

Genero de la familia Fabaceae. Arboles de 20
a 25 m de altura. Hojas imparipinnadas; foliolos:
muchos, alternos, inflorescencia en racimos, paniculas
o cimas, flores acampanadas, con frutos elipticos,

oblongos, orbiculares. I.a madera es comercialmente

importante (Tropicos.org).

> 3° X g L, Tomado de
‘ all ; www.toptropicals.com

Figura 7. C. dentata.
Inflorescencia(A),
Furtos (B) y Hojas (C)

Fotos de Laurencio Martinez oo de APENAF

Figura 8. Dalbergis retusa. Arbol en floracion (A), Inflorescencia (C) y

Frutos (B)
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V' Diphysa ameticana (Mill.) (D.

robinioides Benth.)

De la familia Fabaceae, 4rboles, 4-15 m de
alto, hojas 8—14 cm de largo, inflorescencias glabras

con flores amarillas, frutos en legumbres. Poco

comun, en pedregales, bosques perennifolios y

sabanas, zonas pacifica y atlantica; distribucion

desde México a Panama (Tropicos.org.).

v’ Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex
Walp
Especie de la familia Fabaceae, puede
ser un arbol o arbusto caducifolio, de 2 a 15 m,
flores rosadas, fruto en vaina dehiscente. Se
extiende naturalmente desde el sur de México,
por toda América Central hasta Colombia,
Venezuela y las Guayanas. Su capacidad de
adaptacion le ha llevado a ocupar dunas
costeras ligeramente salinas, bancos riberefios,
planicies inundables, faldas de montafias,
barrancos, areas perturbadas, terrenos abiertos
y terrenos inestables de las orillas de los rios

(CONABIO).
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Foto de O.M. Montiel
Fioura 9. D. robinoides. Arbol (A). Inflorescencia (B)

Imédgenes de CONAFOR.www.cnf.gob.mx

Figura 10. G. sepium. Inflorescencia (A), Hojas (B) y Frutos (C)


http://www.cnf.gob.mx/

Materiales y Métodos generales

v Guazuma ulmifolia I am

Especie de la familia Malvaceae. Arbol
de porte pequefio a mediano, que puede
alcanzar hasta 15 m de altura, Sus flores
pequenas y amarillas, se agrupan en paniculas
en la base de las hojas. Frutos son capsulas
Verrugosas (SILVOENERGIA 1980).
Originaria de América tropical. Se extiende
desde México hasta América del sur (noroeste
de Argentina, Ecuador, Perd, Paraguay, Bolivia,
Brasil) y en el Caribe (Batis et al. 1999; Salazar
1991). Se establece en suelos de origen
volcanico, lateriticos; desde textura liviana
hasta pesada (Batis et al. 1999). Tolera suelos
poco profundos, compactos y arcillosos; no

tolera la salinidad (Von et al 1991).

www.cnf.gob.mx Www.acguanacaste.

Figura 12. H. brasifetto. Flores(A), Frutos (B) y
Hojas (C)

Foto de Mauricio Mercadante

Figura 11. G. ulmifolia.
Inflorescencia y Hojas(A) y Frutos
maduros (B)

v’ Haematoxylum brasiletto H. Karst.

De la familia Fabaceae, es un irbol o atbusto de 2-
12 m de alto, ramas con espinas y hojas paripinnadas
inflorescencias en racimos axilares con pocas flores,
fruto una legumbre (Stevens et al. 2001). Se encuentra
en terrenos abiertos de suelos someros y pedregosos,
en cafladas de suelos profundos (Olivares et al. 2011).
Se distribuye de México a Costa Rica, Colombia y

Venezuela, también en Haiti.
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v Hymenaea courbaril 1..

De la familia Fabaceae. Los arboles
pueden alcanzar los 40 metros de altura, los
frutos son tipo legumbre, semillas con
mesocarpo comestible (Barén and Morales
2005). Se cultiva en los paises de la cuenca
Mediterranea, en suelos poco aptos para otros
(Tous and Batlle 1990). Se encuentra desde el sur
de México hasta el Amazonas puede crecer en

suelos acidos muy pobres, soporta hasta cuatro

meses de sequia (Ramos et al. 2002).
Fotos de Mauroguanandi (A)

Figura 13. H. coubaril. Arbol adulto (A), Flores (B) y Frutos
maduros (C)

V' Pithecellobium oblongum Benth.
(Pithecellobium unguis-cati L. Benth.)

De la familia Fabaceae, Arbustos o arboles hasta 6
m de alto, hojas pinnadas, inflorescencia de paniculas de
espiga, fruto enrollado, constricto entre las semillas,

dehiscente en ambos lados con exocarpo y endocarpo rojizo.

Comun en bosques de galerfa, manglares, bosques secos,

{ istri - Foto de Chuck Sexton
zona pacifica y se distribuye sureste de México al norte de e ek sexto

Colombia. (Tropicos.org.).

Foto de Dra Mary Gillham

Figura 14. P. oblongum. Flores (A) y Frutos (B)
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V' Prosopis juliflora (Sw.) DC. var. Juliflora

De la familia Fabaceae. Arbustos a arboles, 3—
7 m de alto, hojas bipinnadas, inflorescencias axilares,
en racimos cilindricos con flores amarillo-verdosa,
fruto un lomento drupaceo. Comun en dunas,
manglares, matorrales espinosos, bosques caducifolios,
margenes de rios, zona pacifica. Con distribucién desde
el sur de los Estados Unidos hasta la Patagonia

(Tropicos.org.)

Foto de Don Perucho

Figura 15. P. juliflora, donde se puede apreciar flores, hojas y
frutos.

V' Pterocarpus rohrii Vah
Plantas hasta 30 m de alto,
especie de la familia Fabaceae,
foliolos 5-12, ovados u oblongos
inflorescencias racemosas,
comunmente mas largas que las

hojas mas altas, con frutos ovalados,

hasta 9.5 cm de diametro. Comun,

Foto de Mauricio Mercadante Foto de O. M. Montiel

bosques secos y bosques de galeria,
en toda Nicaragua. Con distribucién Figura 16. P. rohrii. Inflorescencia (A) y Frutos con hojas(B)

desde México hasta Brasil. (Tropicos.org.)
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v’ Simarouba amara Aubl.

Pertenece a la familia
Simaroubaceae. Arbol que llega a medir
entre los 15 y 25 metros de altura, especie
resinosa, inflorescencia paniculada con
flores verdes o amarillas, hojas discoloras
muy brillantes en el haz (Quesada et al
1997). El fruto maduro parece una
aceituna de color morado a negro y es
muy apetecido por las aves (Flores and
Obando 2003). Nativa de Belice a Brasil

y en las Antillas.

v’ Swietenia humilis Zucc

Especie de la familia Meliaceae.
Arbol de tamafio mediano a grande que
alcanza alturas entre 25 y 40 m, flores
amarillas en panicula terminal, frutos en
capsulas grandes dchiscentes. Crece
mejor en suelos profundos, ricos en
materia organica y bien drenada. Planta
melifera. Posee cualidades y
caracteristicas que le dan el calificativo de
madera preciosa. Esta considerada como
una especie en via de extincién Se
distribuye en la zona Pacifica desde
México hasta Costa Rica (MARENA /
INAFOR 2002).
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Foto de

~ Vil =

Foto de Rafael Ocampo & L.
Germosén-Robineau

Foto de Mauricio Mercadante

Figura 17. . amara. Arbol joven (A), Inflorescencia (B) y Frutos (C)

N =

Fotos (A) y (C) tomadas de Wikipedia.com

Figura 18. S. humilis. Arbol (A), Inflorescencia (B) y Fruto (C)
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4. Medidas morfolégicas y caracteristicas de las especies

4.1. Definiendo las caracteristicas de las especies

Definir las caracteristicas morfoldgicas de las distintas especies ha sido necesario para
realizar los diferentes ensayos que se presentan en esta tesis doctoral, entre ellos esta (i) la
presencia o ausencia de sales en las hojas de Avicennia germinas, lo cual se detalla en capitulo VII,
(i) el poder diferenciar las especies que tiene el género Rhizgphora en la zona del Pacifico de
Nicaragua, tomando en cuenta las caracteristicas de altura total y rafz filcrea, inflorescencia y la
presencia o ausencia de lenticelas, lo que se detalla en el capitulo VI. Asi mismo la respuesta que
tienen los propagulos y raices en cuanto a su desarrollo en diferentes concentraciones de

salinidad con las especies A. germinansy L. racemosa, este apartado esta detallado en el capitulo V.
4.2. Reparto de Biomasa

Se determind el peso fresco y peso seco de raices, tallos y hojas de las especies A. germinans
y L. racemosa, que con anterioridad fueron tratadas con diferentes concentraciones de salinidad
en un periodo de 21 dias. Al mismo tiempo se tomo el dato de masa foliar por area (LMA). Con

mayor detalle en el capitulo V.

5. Medidas Ambientales

5.1. Transparencia de Dosel

El porcentaje de radiaciéon cuantitativa de la radiacion solar se realiza a través de
fotografias hemisféricas mediante uso de la camara con un objetivo ojo de pez acoplado y su
analisis mediante el Software Canopy Gap Light Analizer (GLLA) Version 2,0 (Frazer et al. 1999).

Esta técnica se detalla en los capitulos IV y VIL
5.2. Salinidad del suelo

La salinidad del suelo y la influencia de las mareas que estan en contacto continuo con
las especies del manglar son factores determinantes para la colonizaciéon y el posterior desarrollo
de las especies que se encuentran en el manglar. Para determinar los rangos de la salinidad que

tiene el suelo del ecosistema del manglar se realizé tomas de muestras de suelo en transeptos
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desde la zona del estero a la zona interior de la isla donde comienza el bosque seco, el

procedimiento se describe en detalle en el capitulo V.
5.3 Condiciones climaticas

Los datos climaticos se registraron durante un afilo mediante una estaciéon meteorologica
automatica (Mini- Cube VV/VX16, EMS, Brno, CZ) cerca del sitio de muestreo. La densidad
del flujo cuantico, precipitaciones diarias, temperatura del aire y humedad relativa) fueron

monitoreados en el transcurso del afio. Se describe en detalle en el capitulo VII.
5.4 Medidas de reflectancia

El indice de reflectancia fotoquimica de la hoja (PRI) fue medido en el campo en el curso
del dia hasta el mediodia en la estacién seca (noviembre 2008) con un PRI-meter (PlantPen PRI
200, PSI, Brno, Czech) en hojas de Avicennia germinans y en especies de Rhbizophora mangle, K.
harrisonni'y R. racemosa siguiendo el protocolo descrito en Esteban (2008). Ver capitulos VII y VI
respectivamente. Por otro lado, muestras de hojas de Avicennia germinans tueron colectadas en el
campo en la estacion seca y la reflectancia foliar se midi6 en el laboratorio antes y después de la
eliminacion de la sal. La reflectancia foliat, fue medido con un espectroradiometro (UNISPEC™,
FieldSpec UV/NIR portable spectral system, PP Systems, Amesbury, USA). Con mds detalle
capitulo VIL

6. Fluorescencia de la clorofila a

Se realizaron tres métodos diferentes de fluorescencia, eficiencia fotoquimica (Fv/Fm)
mediante mediciones puntuales, Fv/Fm mediante fluotimetro de imagen y por lo tanto

mediciones globales, y medicién de inducciéon de la fluorescencia. A continuacion, se describe:
6.1. Medidas puntuales de Fv/Fm

Se realizé para las especies de R. mangle y R. harrisonii en el capitulo VI. Las hojas se
recolectaron siempre en el segundo verticilo de cada rama para asegurarse de que se trataba de
hojas completamente desarrolladas y madutas. Los datos de Fv/Fm a lo largo de la hoja se
obtuvieron con un fluorimetro PSI Modelo Flourpen FP 100 (Photon System Intrument, Brno,

Republica Checa) tras someter a las hojas a un periodo de oscuridad (minimo de 2h). Asi se
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obtuvo una completa relajacién u oxidaciéon de los centros de reacciéon para determinar la

fluorescencia basal (Fo).

Después fue aplicado un pulso de saturacion de 3000 umol fotones m? s' para
determinar la maxima fluorescencia (Fm). La maxima eficiencia fotoquimica del fotosistema 11
(PSII) fue estimado por el ratio Fv/Fm = (Fm - Fo) /Fm segun Genty et al. (1989). Mas detalles
en el Capitulo VL.

6.2. Mediciones de induccion de la fluorescencia de la clorofila a

Fue determinada con un fluorimetro portatil de clorofila (Fluorpen FP100, PSI, Brno,
Czech Republic) en hojas sometidas a oscuridad. La transiciéon de la clorofila fue inducida por
una luz saturante de 3000 umol fotones m” s y la fluorescencia se registré cada 2 s a una
frecuencia de 10 ps, 100 ps, 1 ms y 10 ms por intervalos de tiempo de 10-600 us, 0.6—14 ms,
14-100 ms y 0.1- 2s, respectivamente. Los valores de fluorescencia 0 ps (Fo, step 0), 100 us
(F100), 300 us (F300), 2 ms (step J), 30 ms (step I) y maxima (Fm, step P) fueron tomados en
consideraciéon. Los puntos cardinales de las curvas OJIP y los parametros derivados fueron
calculados con el software flourpen 2.0, basado en las férmulas derivadas de Strasser et al. (2000,
2004) el resultado obtenido se representa en un grafico de red de arafia junto con otros caracteres
fisiologicos. Los otros parametros fueron fluorescencia relativa a 2 ms, Vj definido como (F] —
Fo)/ (Fm - Fy); fluorescencia vatiable a 30 ms, Vi, definida como (Fi - Fo)/(Fm - Fo); y Pi_
Abs, el cual es el indice de rendimiento (potencial) para la conservacion de energfa de los fotones
absorbidos por el PSII para la reduccion de los aceptores de los electrones intersistemas: Pi_Abs
= [RC/ABS][TRo/(ABS - TRy)] [ETo/(TRo - ET)]. El indice de rendimiento se obtiene segun
los principios de la ecuacién de Nernst por la reaccion Red-Ox (para mas detalle de este

parametro ver Strasser et al 2000, 2004). Mas detalles en el Capitulo V y VIL
6.3. Fluorescencia en imagenes

Se empled un fluorimetro de imagen FluorCam FC 1000-H (Photon System Instrument,
Brno, Czech Republic) como se describe en Nedbal et al. (2000). Se capturaron imagenes de
eficiencia fotoquimica antes e inmediatamente después del tratamiento con luz en los propagulos
de Rhizophora mangle. La fluorescencia se detecté mediante una camara acoplada con alta

sensibilidad y equipada con un objetivo F 4.5-10 mm, 1: 1.6 que produjo imagenes en una escala
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de 12 bits. El instrumento funciona con el paquete de software FluorCam (FluorCam 7). Se
capturaron imagenes de eficiencia fotoquimica antes e inmediatamente después del tratamiento
con luz en propagulos de Rhizophora mangle como material vegetal, se describe con detalles en el

capitulo V.
7. Temperatura foliar

La temperatura de la hoja se midi6 al mediodia con un termopar digital K (Thandar,
TH302) en el lado adaxial y abaxial de hojas con sal y sin sal. El parametro de aumento de la
temperatura de la hoja fue calculado como la diferencia de temperaturas entre el lado adaxial y
el abaxial. El calentamiento directo de los termopares por la luz directa del sol podria afectar la
precisién de las mediciones, por lo que el parametro A leaf T®; solamente resulta valido para

fines comparativos. Ver mas detalles en el capitulo VII

8. Determinaciones analiticas: pigmentos y tocoferoles

8.1 Extraccion

La extraccion se realizé bien con un homogeneizador eléctrico Tissue Tearor 985370
(BioSpec, Bartlesville, EE. UU.), o bien moliendo a mano en un mortero enfriado con 1 mL de
acetona (100%) con 0.5 g/L de CaCOs, para evitar trazas acidas que pudieran cambiar la
composicion del pigmento. Las muestras se centrifugaron a 13200 rpm durante 20 minutos a 4
°C y se filtr6 el sobrenadante a través de un filtro de PTFE de 0.22 pm (Whatman, Maidstone,
Reino Unido) también se realizé antes de la separacion por HPLC. Se realiz6 una comparacion
entre ambos métodos y no se encontraron diferencias en las determinaciones de pigmento entre

los métodos (p> 0.05).

Au tosamp ler

UV-VIS dlode array detector |

Fluorescence detector

Control modul
d column

Figura. 19 Componentes del sistema HPLC empleado en la UPV/EHU. El sistema es contralado por ordenador.

Pumps
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8.2. Sistema cromatografico del laboratorio de UPV/EHU

Los pigmentos fotosintéticos (carotenoides y tocoferoles) se determinaron por HPLC de
fase reversa (Fig. 19) siguiendo el método descrito en Garcia-Plazaola and Becerril (1999) con
las modificaciones descritas por Garcfa-Plazaola and Becerril (2001). Este método permite la

determinacién simultanea de tocoferoles y pigmentos.
a. Reactivos y estandares

La acetona, el acetonitrilo, el metanol y el acetato de etilo eran de grado HPLC (Fisher
Scientific International, Loughborough, Reino Unido). Los estandares de a-, y- y 6-tocoferol se
compraron en Sigma (Steinheim, Alemania). Los estandares de clorofilas (a y b) y los

carotenoides se obtuvieron de VKI (Horsholm, Dinamarca).
8.3. Procedimiento cromatografico

El analisis cromatografico se realizé utilizando un HPLC (Waters, Milford, EEUU.)
equipado con dos bombas (Waters modelo 510), un detector de fluorescencia (Waters, modelo
SFD 474) y un detector de diodos (PAD) (Waters modelo 996), que se utiliz6 en el rango de
270-700 nm (Fig.19). El inyector automatico 717 plus esta equipado con un termostato que
mantiene la temperatura constante a 4 °C durante el analisis, evitando la degradacién o la
alteracion del pigmento. El equipo esta impulsado por el paquete de software Empower Pro
(Waters Corporation). La cromatografia se realizé en una columna de fase inversa Spherisorb
ODS-1 (tamafio de particula de 5 um; 4.6 X 250 mm) (Waters, Irlanda) precedida por una
precolumna Nova-Pak C-18 (4 um; 3,9 X 20 mm) (Waters, Irlanda). La fase movil constaba de
dos componentes: solvente A, acetonitrilo: metanol: tampén Tris (0.1 M pH 8) (84:2:14) y
solvente B, metanol: acetato de etilo (68:32) (Polle et al. 2001). Los solventes se filtraron al vacio
a través de una membrana de nailon de 0.2 um de tamafio de poro antes de su uso. Los pigmentos
y tocoferoles se eluyeron usando un gradiente lineal de 100% de A a 100% de B durante los
primeros 12 min, seguido de una elucién isocratica con 100% de B durante los siguientes 6 min.
Esto fue seguido por un gradiente lineal de 1 min de 100% de B a 100% de A y una elucién
isocratica con 100% de A durante otros 6 min para permitir que la columna se reequilibre con
el solvente A antes de la siguiente inyeccion (Fig. 19.). El caudal de disolvente fue de 1.2 mL

min" con presiones de trabajo de alrededor de 1200 psi. El volumen de inyeccién fue de 15 pl..
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8.4. Deteccion de carotenoides y clorofilas

El eluyente fue escaneado rutinariamente por PAD en el rango de 250-700 nm.
Tipicamente, los picos se detectaron e integraron a 445 nm para medir el contenido de
carotenoides y clorofila. ILas clorofilas a y b, las xantofilas y los carotenos se identificaron y

cuantificaron mediante el método descrito por Garcia-Plazaola and Becerril (1999).

8.5. Analisis de Tocoferoles

La deteccion de Tocoferoles (Toc) se realizé con un detector de fluorescencia Waters 474. El

método utilizado para la separacién tocoferoles, la deteccion y cuantificacion fue el mismo que

en Garcia-Plazaola and Becerril (1999, 2001).

9. Analisis estadistico

Consultar en cada capitulo la estadistica que se utilizé en cada disefio experimental.
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Fotoproteccidn en el bosque seco

1. INTRODUCCION

La luz constituye un recuso fundamental para los seres vivos autotrofos y para las plantas
en particular. Por ello todos los organismos fotosintéticos han desarrollado una serie de
pigmentos y estructuras (eg. centros de reaccion, complejos antena) para la captura y la
utilizacién fotoquimica de la luz (Zubik et al. 2011, Esteban et al., 2014). Sin embargo, la luz, o
mas exactamente el exceso de ella, produce fotoinhibicién (Rohacek 2002), lo que puede generar
efectos indeseables si el exceso de energia no es eficientemente disipado en forma de calor
(Zubik et al. 2011). Esto es asi porque cuando existe una sobreexcitaciéon de los fotosistemas y
la luz absorbida no puede ser eficientemente conducida a realizar trabajo fotoquimico (ATP,
poder reductor), aumenta la produccién de especies reactivas de oxigeno (singlete, superoxido,
peroxido de hidrégeno, radical hidroxilo) que dafian pigmentos, proteinas y las membranas y

estructuras tilacoidales en lo que se conoce como estrés fotooxidativo (Demmig-Adams and

Adams 2002).

Este exceso de luz se agrava cuando las plantas estan sometidas a algun tipo de estrés
(eg. estacionalidad tropical) que merma su capacidad fotosintética. Es por ello que las plantas
han desarrollado una serie de adaptaciones a nivel morfolégico y fisioldgico para optimizar su
crecimiento en el medio donde se desarrollan (Demmig-Adams 1996), aclimatandose asimismo
a los cambios en las condiciones luminicas. De esta manera a nivel ecolégico el rango extremo
de adaptacion a la luz se manifiesta en la existencia de plantas o especies (Valladares 2004) (o
incluso partes del mismo individuo, explicado a continuacién) de sol y de sombra. Las plantas
de sol plenamente adaptadas a crecer a altas intensidades de luz suelen ser intolerantes a la
sombra, no pudiéndose desarrollar bajo un dosel vegetal denso. Las plantas de sombra por el

contrario lo que no toleran es crecer continuamente bajo plena luz solar (Valladares et al. 1997).

Sin embargo, la mayoria de las plantas son capaces de tolerar un rango amplio de
intensidades luminosas gracias a que una misma especie, e incluso un mismo organismo, puede
producir modificaciones en su morfologia, fisiologia y composicién bioquimica, en particular en
lo referido a las hojas y estructuras fotosintéticas (Nicotra et al. 1999, Beckage et al. 2000,
Beckage and Clark 2003). En este sentido, como parte de lo que se conoce como plasticidad
fenotipica, un individuo que crece en un ambiente desigualmente expuesto a la luz solar

desarrollara hojas de sol y hojas de sombra en funcién de la luz recibida por las distintas partes
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de la planta (en funcién de la orientacion sur o norte, grado de sombreamiento segun se situe la
hoja intetior/exteriormente, en la parte basal o apical...). Las diferencias se manifiestan a
distintos niveles: morfolégico/anatémico, fisiolégico y bioquimico (Lichtenthaler et al 1981,
2007). En cuanto a las diferencias anatémicas estas se manifiestan en hojas de sol, en
comparacion con las de sombra, en un mayor grado de esclerofilia, cuticula mas gruesa, mayor
namero de estomas por area, una hoja de menor tamafio (superficie) y mayor grosor (mas capas
de parénquima de empalizada), resultando asi en una menor drea foliar especifica (area/peso
hoja). Fisiolégicamente las hojas de sol resultan mas eficientes a alta luz (punto de saturacion de
luz mayor), menos eficientes a baja luz que las hojas de sombra. Bioquimicamente, las hojas de
sol tienen menor densidad de pigmentos por m* mayor relacién Clorofila a /Clorofila b (Chl
a/b), y de carotenoides en general cuando se expresan en relacién a la Clorofila (Chl), en
particular de aquellos implicados en fotoproteccion y disipacién térmica como la Luteina (L),
Violanxantina+Anteraxantina+Zeaxatina (VAZ) y el beta-caroteno (B-caroteno). Algunas
especies muestran en sus hojas algunos pigmentos no universalmente ubicuos (Esteban and
Garcia-Plazaola 2016) y que aparecen también en hojas de sombra, como son el a-caroteno y la
Luteina epéxido (Ix). La Lx muestra una gran variaciéon entre grupos taxonémicos estando
asociada su presencia al caracter lefloso y alta longevidad (Esteban et al. 2009, 2014), siendo

especialmente abundante en especies tropicales o subtropicales (Matsubara et al. 2009).

En general se admite que el contenido en pigmentos de las hojas es un mecanismo
adaptativo y dinamico que varfa en funcién de la intensidad de luz recibida resultado de un
compromiso entre la captura eficiente de la luz y la pérdida o disipacion en forma de calot, en
funcién siempre de la capacidad fotosintética de la hoja, para optimizar el balance entre
utilizacién fotoquimica y disipacion, minimizando asilos dafios oxidativos. Es importante sefialar
que los mecanismos que se activan ante un exceso de luz se activan igualmente ante cualquier
estrés que produzca un descenso en la actividad fotosintética, incluyendo anoxia y salinidad
(Esteban et al. 2015). El mecanismo fundamental de disipacion térmica se produce gracias a la
formacion de A y Z en lo que se conoce como ciclo VAZ (Demmig-Adams and Adams 1992).
Ademas de este ciclo de presente en todas las plantas superiores, el ciclo luteina-luteina epoxido
(LxL) constituye otro ciclo no ubicuo presente fundamentalmente mas abundante en plantas de
sombra (Esteban et. al. 2007; Garcia-Plazaola et al 2003 and 2007). Si bien la presencia de este

pigmento es bastante frecuente en el Reino Vegetal (estando presente en 120 de 266 especies
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estudiadas hasta el momento (Esteban et al. 2009), su concentracion entre especies varfa mucho.
En cualquier caso, la presencia del pigmento Lx no indica necesariamente el funcionamiento del
ciclo como mecanismo liberador del exceso de energfa en forma de calor (Esteban et al. 2009).
Para que esto suceda una fraccion de la lutefna epdxido debe ser fotoconvertible en L cuando la
luz resulta excesiva. La L resulta mas eficiente disipando la energfa en forma de calor,
contribuyendo a la conversiéon no fotoquimica (calor) del exceso de luz. La Lx por el contrario
resulta mas eficiente en la captura fotoquimica de la energfa. A pesar que muchas de las especies
que presentan I.x tienen naturaleza tropical, como el aguacatero y las especies de la laurisilva
(Esteban et al., 2009), su presencia en las especies del bosque tropical seco de Nicaragua no ha
sido estudiada en profundidad, aunque si en otras regiones neotropicales (Matsubara et al. 2009).
Por lo que se desconoce si las especies del bosque seco de Nicaragua presentan Lx, y si es asi, el

funcionamiento del ciclo LxL en las especies del bosque seco no ha sido investigada.

Por otra parte, los organismos que habitan en el suelo estin estrechamente ligados a las
comunidades vegetales y determinan en gran medida su dinamica en el ecosistema. En los
ultimos afios se ha reconocido el importante papel que juega la comunidad edafica microbiana a
través de las interacciones con la comunidad vegetal, tanto de forma directa como indirecta.
Entre los microorganismos del suelo destacan por su abundancia e importancia los hongos
formadores de micorrizas arbusculares (HFMA). Una micortiza es la relacion simbidtica entre
un hongo formador de micorrizas y las raices de una planta. Generalmente, la relaciéon que se
establece entre el HFMA vy la planta es mutualista, de manera que se favorece un intercambio
bidireccional de nutrientes y de carbono (Martinez and Pugnaire 2009). Sin embargo, variaciones
en los factores ambientales externos pueden modular esta interaccién pasando a ser comensalista
o incluso parasita. En ecosistemas con condiciones climaticas adversas, y en particular bajo estrés
hidrico estos hongos cobran especial importancia ya que mejoran el establecimiento de algunas
plantulas y las ayudan a superar las condiciones de estrés, aumentando la captacién de nutrientes
y agua (Martinez-Garcia 2011). En este sentido las micorrizas podrian ser un mecanismo de
adaptacion a situaciones de estrés. Por otra parte, segun Ipsilantis and Sylvia (2007) en estudios
realizados en ecosistemas de ciénaga y ecosistemas acuaticos la cantidad de hongos micorricicos
arbusculares es mas elevado en periodos de inundaciones. Esto puede estar relacionado con las
adaptaciones radicales de plantas del manglar que han desarrollado adaptaciones morfoldgicas y

fisiologicas para evitar anoxia. La presencia de raices superficiales, la elevada porosidad radical y
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el desarrollo de arénquima en las raices son algunos mecanismos para aumentar la disponibilidad
del oxigeno en la rizosfera (Justin and Armstrong 1987; Callaway et al. 2007) por lo que es posible
que los hongos micorricicos arbusculares que colonizan las plantas en estos suelos, obtengan de

ellas no solo carbono, sino también oxigeno (Helgason and Fitter 2009).

Por ello el objetivo principal de este capitulo es estudiar la plasticidad fenotipica de las
especies del bosque seco y su relacién con el medio bidtico y abidtico. Para ello se establecen

tres objetivos especificos:

1- Estudiar las respuestas de las hojas de sol y sombra de especies del bosque seco en la
estacion seca (época mas estresante para las especies) y en la estacion lluviosa (época menos

estresante).

2- Evaluar la presencia de I.x en el bosque seco y analizar la respuesta de los pigmentos
del ciclo VAZ y ciclo LxL al gradiente de iluminacién en especies de la familia Fabaceae en el

periodo de estacion seca (mas estresante).

3- Comparar la abundancia de HFMA en suelo del bosque seco y en el manglar de la Isla

Juan Venado.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Disefio experimental y especies de estudio
Los disefios experimentales y las especies de estudio (Tabla 1) fueron los siguientes

dependiendo el objetivo especifico.

a) Respuestas de las hojas de sol y sombra de especies del bosque seco en la

estacion seca y en la estacion lluviosa.

La toma de muestras vegetales de hojas de sol y sombra se realiz6 en el afio 2012 en dos
meses de la estacion seca (Enero y Febrero; hojas de sol con orientacién norte y sombra
orientacion sur), y en la estacion lluviosa (mayo-octubre) (hojas de sol con orientacién sur y
sombra con otientacion norte) de las especies Awnona glabra L; Gliricidia sepinm (Jacq.); Guazuma
ulmifolia Lam; en la Reserva Isla Juan Venado y Calycophyllum candidissimum (Nahl) DC; Cassia fistula
L: Cordia dentata Poiret; Hymenaea conrbaril L Simaronba amara Aubly Swietenia humilis Zucc, en una

finca con presencia de bosque seco en Ledn, Nicaragua (12°24° N, 86°52"W). Mas detalles sobre
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las especies muestreadas en la Tabla 1. Tras la incubacion en oscuridad durante 12 h de las hojas
muestreadas para garantizar las condiciones comparables se realizaron discos de hojas (5 mm
diametro) y se colocaron en sobres con silica gel, siguiendo el protocolo de Esteban et al. (2009)
para su posterior determinacion del contenido de pigmentos. Las muestras vegetales se
transportaron al laboratorio analitico (Dpto. Biologia Vegetal y Ecologia, UPV/EHU, Leioa,
Bizkaia) donde se congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron a -80 °C hasta su analisis por

HPLC.

b) Evaluaciéon de la presencia de Lx en el bosque seco y analizar la respuesta de
los ciclos VAZ y ciclo LxL al gradiente de iluminacién en especies de la familia Fabaceae

en el periodo de estacion seca.

Para el estudio de la relacién del contenido de pigmentos en relacion con la irradiancia
relativa se muestrearon especies de la familia Fabaceae en el periodo mas estresante (estacion
seca; noviembre del 2008) pertenecientes al bosque seco. Haematoxylum brasiletto H. Karst;
Pithecellobinm oblongum Benth; Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp; Prosopis juliflora (SW) DC
fueron colectadas en la Reserva Juan Venado (12°22°N, 87°01"W) y Diphysa robinoides Benth;
Andira inermis (\W. Wright) Kunth ex DC; Pterocarpus robrii Vahl, Dalbergia retusa Hemsl, en una
finca en la ciudad de Ledn (12°24" N, 86°52"W). Mas detalles sobre las especies muestreadas en
la Tabla 1. Para medir la maxima epoxidacién de los contenidos de Lx y V, se cortaron ramas de
varios arboles adultos y se almacenaron en bolsas de plastico durante 16 h en la oscuridad a
temperatura ambiente (20 - 22 °C). Esto para reducir los efectos de variaciones diurnas en la
composicion del pigmento y proporcionar condiciones comparables (Garcia-Plazaola et al. 2000;
Tausz et al. 2003) con las del curso diario en composicion de pigmentos, que fueron analizados
entre 5-7 hojas de los mismos arboles adultos. Para la determinacion del contenido de pigmentos
y tocoferoles y se almacenaron en sobres de papel rellenos de silica gel hasta su transporte al
laboratorio de anélisis en la Universidad del Pais Vasco/EHU, Espafia). Se congelaron con
nitrogeno liquido a -80 °C hasta que se realizo la extraccion de pigmentos. En paralelo a la colecta
de muestra vegetal se realizaron las fotos hemisféricas de las ramas donde se recolectaban el

material vegetal.
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Tabla 1. Especies muestreadas de bosque seca donde se detalla la forma de vida, si son caducifolias (C) o perennes

(P) y caracteristica ecologica

Especie Forma de vida | C Caracteristica ecolégica

Abndira inermis Arbol X Requiere  poca luz  para  su
establecimiento, al crecer tolera
moderadamente la sombra

Annona glabra Arbol o arbusto | X Prefiere lugares inundados como
manglares.

Calycophylinm candidissimmm | Arbol X Parte del dosel superior de bosque seco,
de crecimiento lento, prefiere suelos
bien drenados

Cassia fistula Arbol De crecimiento rapido, gusta de
exposiciones soleadas.

Cordia dentata Arbol X Subdosel de bosque, a veces en
manglares

Dalbergia retusa Arbol Crecimiento lento, heliofita, prefiere
bosques menos densos

Diphysa robinoides Arbol X Crece mejor en sombra y soporta
suelos poco fértiles

Gliricidia sepinm Arbol o arbusto | X Pionera agresiva, tolerante al fuego

Guazuma ulmifolia Arbol X Subdosel de bosque, pero pionera en
areas abiertas

Haematoxylum brasiletto Arbol o arbusto | X Tipica de bosque seco, prefiere zonas
aridas, secas y calientes

Hymenaea courbaril Arbol X Prefiere bosques ripiaros, crece bien en
suelos profundos

Pithecellobium oblongum Arbol o arbusto Demanda gran cantidad de luz, especie
invasora

Prosopis juliflora Arbol o arbusto | X Crece en zonas costeras, tolera de 6 a 8
meses de sequia

Prerocarpus robrii Arbol Prefiere zonas inundadas y
temperaturas altas

Simarouba amara Arbol o arbusto Crecimiento rapido, tolerante a la
sombra

Swietenia humilis Zucc Arbol X Tolera sequia y se regenera rapidamente

c) Comparacion de la abundancia de esporas de hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HFMA) en suelo del manglar y bosque seco de la Isla Juan Venado.

Se hizo un estudio de la abundancia de esporas de HFMA entre la zona de manglar y la

zona del bosque seco de la Isla Juan Venado tomando suelo en dos zonas separadas (zona 1y

zona 2), con tres puntos de muestreo por zona un total de 6 puntos de muestreo, tomando

muestra de suelo tanto del manglar como del bosque seco adyacente. En cada una de las dos

zonas se realiz6 un transepto por la costa separando cada punto de muestreo por una distancia
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de aproximadamente 200 metros. En cada punto muestreado se colecté suelo de 3 submuestras

a distancias de 15 metros que se juntaron para hacer una tnica muestra de suelo. Es importante

sefialar que en los 6 puntos de muestreo la distancia desde la costa adyacente correspondiente al

manglar hasta la formacion vegetal de bosque seco fue distinta, en general bastante menor en la

zona 2. Las zonas de muestreo (Fig. 1) se describen a continuacién en la Tabla 2.

Tabla 2. Resumen de las zonas de muestreo para la recolecta de HFMA, indicando la salinidad y pH del
agua intersticial de las muestras, las especies del manglar y del bosque seco de cada una de las zonas, y
algunas observaciones ambientales, como el Didmetro a la Altura del Pecho (DAP)

Agua intersticial | Especies Especies de Obsetvaciones
Punto | Salinidad | pH de mangle bosque seco
de (g/L)
muestreo
Lagartillo 17.5 0.2 | A germinans | Capparis flexnosa, | La especie A. germinans con DAP
Capparis indicay | entre los 30 a2 70 cm
Guazuma nlpifolia
El Bongo 21 0.6 | A. germinans | Cedrela odorata, Los arboles de A. germinans a la
Bursera simarouba, | entrada de la isla con DAP entre
C. indica y los 25 a 80 cm, mas adentrados
G. ulmifolia en la isla A. geminans es un
parche de arboles achaparrados.
El Toro 22 7.0 | R. mangle, Liuhea candida, Especie dominante A. germinans
L. racemosa, C. flexnosa, C. DAP entre los 25 y 80cm,
A. germinans | indica'y seguida por una vegetacion
y C. erectus G. ulmifolia achaparrada de A. germinans, C.
erectus aparece como limite entre
el manglar y bosque seco
Comején 11.6 0.2 | R mangle, B. simaronba, C. L. racemosa es la especie mas
A. germinans, | flexnosa, C. indica, | frecuente en esta franja con
L. racemosa G. ulmifolia, grosor (DAP) entre los 15 y 50
L. candida, cm
nopales y pasto
Cedro 9.8 6.8 | R. mangle, Hippomane A. germinans  solamente  al
Espino A. germinans | mancinella y C. principio en poca cantidad, el
L. racemosa | flexuosa suelo en esta zona es mas
fangoso, con mas entradas de
agua que en todos los puntos
muestreados, los neumatoforos
de L. racemosa son mas visibles
con abundantes raicillas.
Casa Las 7.0 6.4 | R mangle, B simaronba e Rhizophora mangle y A. germinans
Pefas A. germinans | H. mancinella con grosor (DAP) entre 30 a 40
cmy 50 a 90 cm respectivamente.
En el bosque seco la especie mas
abundante H. mancinella
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Leyenda

pH del Suelo
4.28 - 5.58

® 5.58-6.88

@® 6.88-8.18

Usos del Suelo

Bl Bosque de Manglar
Bosque Tropical Seco

B Estero

[ Zona descubierta

Figura 1. Localizacién de los 6 puntos de muestreo del manglar y zonas adyacentes del bosque seco.

2.2 Determinacion de la irradiancia relativa

El porcentaje de radiacion solar fue determinado mediante una camara digital (Nikon
Coolpix 4500) con un ojo de pez incorporado (Nikon Fisheye Converted FC-ES8) (lente
hemisférica de 180°), la cual produce imagenes hemisféricas (Fig. 2). La camara convierte las
imagenes hemisféricas en bitaps que posteriormente son analizados usando un soffware

especializado de analisis de imagen, Gap light analyzer (GLA) version 2.0,

Figura 2. Fotos hemisféricas de Haematoxylum brasiletto de un ambiente soleado (derecha) y de un ambiente
sombrio (izquierda), obtenidas mediante una camara digital con un ojo de pez incorporado en la isla de Juan
Venado.
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2.3. Determinacion de pigmentos.

Los compuestos fotoprotectores se extrajeron triturando las hojas en un mortero frio
con 1 mL de acetona (100%) con 0.5 g/L de CaCOs, para evitar trazas de acido que podtian
alterar los pigmentos. Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 20 min a una
temperatura de 4 °C y filtrada en una jeringa a través de filtro PTFE de 0.22 um (Whatman,
Maidstone, UK). Los extractos se inyectaron (15 uL)) en un HPLC equipado con una columna
C18 de fase reversa (Waters, Milford, MA, USA) siguiendo el método de Garcia-Plazaola and
Becerril (1999) con algunas modificaciones (Garcia-Plazaola and Becerril 2001; Garcia-Plazaola
and Esteban 2012). El autoinyector 717 plus fue equipado con un termostato que mantiene la
temperatura constante a 4 °C evitando la alteracién del pigmento. Los pigmentos fotosintéticos
fueron medidos mediante un detector PDA (Waters modelo 996) en el rango de 250-700 nm.
Los picos se detectaron e integraron a 450 nm para determinar el contenido de carotenoides y
clorofila. Los pigmentos fueron identificados y cuantificados de acuerdo con Garcia-Plazaola
and Becerril (1999). Los tiempos de retencion y los factores de conversion para los pigmentos
fueron los mismos que los descritos por Garcia-Plazaola and Becerril (1999, 2001). Para los
tocoferoles, la deteccion se llevo a cabo con un detector de fluorescencia (Waters model 474)
ajustado a una Lo = 295 nm y Aem = 340 nm y calibrado con estandares de tocoferol

(Calbiochem, San Diego, CA).
2.4 Determinacion del DAP

El método para tomar las medidas del DAP de los arboles de manglar se realiz6 siguiendo
el protocolo de Cintrén (1982). En detalle, Se realizé un cuadrante a un punto central por un
transecto lineal de 200 m paralelo a linea de la costa de 10 puntos en total, dejando 20 metros
entre puntos. Se identifica la especie de cada arbol y su altura aproximada, donde se mediran
cuatro arboles por punto (Agraz- Hernandez et al. 2000) (Fig. 3). Una vez identificada la especie
se tomara la medida del DAP a una altura de 150 cm del suelo para las especies de .A. germinans
y L. racemosa, para R. mangle se realiz6 a partir de la altura de la primera raiz fulcrea, siempre

tomando como medida estandar los 150 cm.
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Direccion del transecto

4 .
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Figura 3. Esquema del método de muestreo (cuadrante a un punto central de Cottan y Curtis, modificado
por Citrén) que fue utilizado en el estudio de la comunidad de manglar en la Bahia la Graciosa. Esquema
modificado de Agraz-Hernandez et al. (2000).

2.5 Evaluacién de la presencia de esporas de micorrizas en el manglar y bosque

seco de la IJV

Una vez el suelo seco se procedio a realizarse la técnica de tamizado en humedo y
decantacion de Mckenney and Lindsey (1987) modificada. Se colocaron 100 g de suelo en un
recipiente y se le agregaron 5 L de agua, se agit6 dejando reposar por 1-2 min, se vertieron en
una serie de tamices de forma consecutiva (425, 250, 63 y 45 um). El sedimento de los ultimos
tres tamices se depositd en un tubo de 10 mL y luego se centrifugaron a 3000 rpm durante 1
min. El sobrenadante fue desechado sin perturbar el sedimento donde se asumié estaban las
esporas mezcladas con el suelo. Este se suspendié en 3.5 mL de soluciéon de sacarosa al 20 %
(p/v) y 5.5 mL de agua, esto se mezcl6 para nuevamente proceder a centrifugarlo a 3000 rpm
durante 1 min para remover la sacarosa. El sobrenadante se desech¢ y al sedimento se le agregd
3.5 mL de sacarosa al 60 % (p/v) y 5.5 mL de agua para centrifugarlo nuevamente. El
sobrenadante se deposité en un tamiz de 45 um y se lavé con agua destilada para eliminar la
sacarosa. El sedimento del tamiz se verti6 en un vial con agua para ser observado posteriormente
en el estereoscopio. Para el conteo de esporas, el contenido del tamiz se vertié en una placa Petri

con cuadriculas, en los cuales se le contaron el nimero de esporas presentes en 5 cuadros al azar.
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La media obtenida fue multiplicada por el nimero de cuadros ocupado por el sedimento. El

conteo se realizé usando un estereoscopio a 20 X — 4 X aumentos (Brundett et al. 1994).
2.6 Estadistica

Usamos ANOVA de una via y prueba post-hoc de Student-Newman-Keuls; para evaluar
la diferencia entre el contenido de pigmentos en respuesta a hojas de sol y sombra tanto en la
estacion lluviosa como en la estacion seca. La regresion lineal se utilizé para analizar la relacion
entre VAZ Chl y la irradiancia relativa del dosel. Asi mismo la relacién entre ILx Chl y la
irradiancia relativa del dosel. Los valores p calculados, los coeficientes y la linea de regresion se
consideran significativo P <0.05. Los analisis estadisticos se realizaron con IBM SPSS Statistics

for Windows, Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Respuestas de las hojas de sol y sombra en la estacion seca y en la estacion

lluviosa

3.1.1 Seguimiento anual: respuesta de las hojas de sol y sombra (de la estacion
lluviosa a la estacion seca).

A continuacién, se analiza la respuesta de los pigmentos de fotoproteccion (VAZ) y las
clorofilas durante un ciclo anual (de mayo a febrero) comparando las hojas de sol y sombra en
especies del bosque seco con diferentes requerimientos ecoldgicos.
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Figura 4. Seguimiento del contenido de Clorofila a + b (Chl a+b; pumol m2) en las especies de C. candidissimun (A), C.
dentata (B), G. ulmifolia (C)y S. humilis (D) en hojas de sol (barras blancas) y sombra (barras oscuras) tanto en la estacién
lluviosa (mayo a octubre) como la estacion seca (enero y febrero); indicado por un rectangular). Los datos son la media
de 3-5 réplicas = E.S. El rectangulo de la figura indica los dos meses de muestreo en la estacién seca.
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El contenido en clorofila fue generalmente mayor en las hojas de sombra para las 4 especies
estudiadas, excepto para G. #lmifolia. El contenido de Chl a+b varié entre las especies y cambio
entre la estacion lluviosa (mayo-octubre) y la estacion seca (enero-febrero). Como se puede
observar en la Fig. 4A, el contenido de Chl a+b disminuyé en la estacion seca para todas las
especies incrementandose progresivamente a lo largo de los primeros meses de la estacion
lluviosa. Asi, en la estacion seca, bajo circunstancias mas desfavorables, el contenido de clorofila
total se reduce a valores entre la mitad y un tercio de los valores alcanzados en la estacion
hiameda. La especie C. candidissimun tuvo un descenso en el contenido de las hojas de sombra en
el mes de agosto, lo que ocurrié mas tarde en las hojas de sol. De igual forma podemos observar
que para esta especie las hojas de sombra tienen mayor contenido de Chl a+b en hojas de sombra
que en las de sol entre los meses de mayo a septiembre, siendo diferente en los meses de octubre
y enero donde las hojas de sol son las que tienen mas Chl a+b. En particular, C. candidissimun
(Fig. 1A) es una especie que regenera su dosel en los meses de septiembre a noviembre, para
luego dar lugar a la floracion entre noviembre y diciembre (OFI-CATIE 2003). Igualmente C.
dentatay S. humilis y G. ulmifolia (Fig. 4B 4C y 4D) tuvieron contenido minimo de Chl a+b durante
los meses de enero y febrero, si bien en esta tltima especie las diferencias entre estacion seca y
himeda no fueron tan grandes como en las otras 3 especies. En G. #/mifolia (Fig. 1C), de forma
caracteristica, se midieron durante la mayor parte del afio mayores contenidos Chl a+b en hojas
de sol que, en hojas de sombra, particularmente durante la estacion seca. En S. humilis (Fig. 1D)
al parecer las hojas de sombra son las que tienen mayor contenido Chl a+b que las de sol, lo cual
podria estar relacionado con la estructuras e inclinacién de sus hojas ya que son especies que
tienen hojas pinnadas alternas (OFI-CATIE 2003) permitiendo el acceso de luz solar mas directo
a las hojas mas bajas del dosel. Todo esto indica como de manera general el contenido de
clorofilas foliares (Chl a+b) cambia entre las estaciones, incrementando en los meses de la
estacion lluviosa, este incremento se puede asociar con la expansion de nuevas hojas (Zhang et
al. 2007) que se da en la estacion lluviosa y la reduccién en el contenido se da con mayor evidencia
en los meses de enero y febrero que corresponden a la estacion seca. Ya que se ha descrito que
bajo situaciones de estrés, y de estrés hidrico en particular las plantas reducen el contenido en
clorofila, como mecanismo de aclimatacién a una reduccién de la capacidad fotosintética y
también para reducir los dafios fotoquimicos que podrian producirse por el estrés fotooxidativo

(Garcfa-Plazaola and Becerril, 2001; Poorter et al. 2006; Esteban et al. 2014).
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Figura 5. Seguimiento del contenido de Clorofila a/b (Chl a/b; mol/mol) en las especies de C. candidissimun (A),
C. dentata (B), G. ulmifolia (C) y S. bumilis (D) en hojas de sol (barras blancas) y sombra (barras oscuras) tanto en la
estacion lluviosa (mayo a octubre) como la estacién seca (enero y febrero); indicado por un rectangular). Los datos
son la media de 3-5 réplicas = E.S. El rectangulo de la figura indica los dos meses de muestreo en la estacion seca.

En relacién con el contenido de clorofila a/b (Chl a/b) en las especies estudiadas este
result similar en los meses muestreados, salvo C. candidissimun (Fig. 5A) que presenta menores
valores en el mes de mayo, la posible causa es una disminucion de clorofila a por el estado del
desarrollo de la planta (edad de la hoja) (Ustin et al. 1998) y disminucién de la intensidad
luminica, considerandose una de las principales condiciones adversas que se le puede someter a
una planta no tolerante a las condiciones sombrias (Cambron et al. 2011) como es el caso de esta
especie. De manera general, se ha descrito que la relacion Chl a/b resulta un marcador de estrés
(Esteban et al. 2015; Kitajima and Hogan 2003), debido a la disminucién del tamano de las
antenas (menor contenido en Chl b), y al estar unicamente presente la Chl a (pero no la Chl b)

en los centros de reaccién de los fotosistemas resulta en un aumento de la relacién Chl a/b.
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Figura 6. Seguimiento del contenido Violaxantina+Anteraxantina+Zeaxantina (VAZ; umol m-?) en las especies de
C. candidissimun (A), C. dentata (B), G. ulmifolia (C) 'y S. humilis (D) en hojas de sol (barras blancas) y sombra (barras
oscuras) tanto en la estacion lluviosa (mayo a octubre) como la estacion seca (enero y febrero); indicado por un
rectangular). Los datos son la media de 3-5 réplicas £ E.S. El rectangulo de la figura indica los dos meses de
muestreo en la estacion seca.

Los contenidos de VAZ en las especies varfan a lo largo de los meses como se observa
en la figura 3. Las especies C. candidissimun (Fig. 6A), C. dentata (Fig. 6B) y G. ulmifolia (Fig. 6C),
tienen un comportamiento similar en cuanto al contenido de VAZ en sus hojas entre los meses
de julio a octubre durante la estaciéon humeda. Es importante sefialar que la distribucion de las
precipitaciones en ese afio fue atipica, con una pluviosidad anormalmente baja durante ese
petiodo, lo que causaria valores altos del contenido de VAZ en la estacion lluviosa, ya que este
ciclo, ademas de la proteccion a exceso de radiacion solar, también juegan un papel importante
en respuesta al déficit hidrico (Kyparisis et al. 2000). Ademas, en el caso de C. candidissimun, es

en estos meses donde se da la mayor formacion de hojas y en los casos de C. dentatay G. ulmifolia
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se le puede atribuir el cambio de su habitat, ya que estas dos especies se desarrollan bajo el dosel
de arboles (OFI-CATIE 2003) y en los meses de septiembre y octubre el dosel de los arboles
que los rodeaban habfa sido removido. Los resultados de este apartado indican que la
composiciéon de principales pigmentos fotosintéticos cambia dependiendo la época del afio, el
tipo de hoja analizada (sol-sombra) y los requerimientos ecologicos de cada una de las especies.

Es decir, la composicion de pigmentos esta afectada tanto por factores internos como externos

(Esteban et al. 2014)

3.1.2 Respuesta de hojas de sol y sombra durante la estacion lluviosa y estacion

s€ca

Debido a las diferencias encontradas en el apartado anterior en la composiciéon de los
pigmentos a continuaciéon se muestran los resultados de los pigmentos en las especies Annona
glabra, Cassia fistula, Gliricidia sepium y Hymenaea conbari/ comparando la época seca (febrero) y la

época lluviosa (mayo).
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Figura 7. Contenido de pigmentos para Clorofila a + Clorofila b (Chl a+b; A) (umol m-2); Relacién Clorofila
a/Clorofila b (Chl a/b; B) (mol/mol); Violaxantina, Anteraxantina y Zeaxantina en relacién al contenido de
Clorofila (VAZ/Chl; C) (mmol/mol) y carotenoides totales en relacion al contenido de Clorofila (Total Car/Chl
total; D) (mmol/mol) en hojas de sol y sombra de A. glabra. En la estacion lluviosa (mayor-octubre) y seca
(noviembre-abril) (n=3%E.S). Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<<0.05) tras realizar el test post
hoc SNK en los diferentes contenidos de pigmentos de hojas de sol y sombra colectadas en la estacién lluviosa
como en la estacion seca.
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Los contenidos de pigmentos de Chl a+b, Chl a/b, VAZ/Chl y Carotenoides totales en
relacién al contenido de clorofila (Total Catr/Chl total) de Annona glabra (Fig. 7) presenta
diferencias significativas entre las hojas de sol y sombra, y entre las estaciones lluviosa y seca.
Los contenidos de clorofila a+b fueron significativamente menores en la época seca, mostrando
las hojas de sol contenidos menotes que las de sombra (Fig. 7A). Mientras que el ratio Chl a/b
(Fig. 7B) solamente muestra diferencias significativas entre las hojas de sol y sombra en la
estacion lluviosa, siendo el ratio de las hojas de sol mayor en esta estacion. Esto fue debido a la
fenologia de nuevas hojas y floracion y el habitat donde crece esta especie, que es muy diverso,
desarrollandose en bosques caducifolios, bosques subcaducifolios, bosques siempre verdes e
incluso se pueden observar en manglares (Romero-Soler and Cetzal-Ix 2015), siendo el factor
limitante para su supervivencia la disponibilidad de agua durante la estacion seca. Respecto a los
pigmentos fotoprotectores (VAZ y carotenoides totales) fue su concentracion mayor en la época
seca y en las hojas de sol (p<<0.05). Lo cual esta relacionado con el nivel de estrés soportado
durante la estacion seca. Es en esta estacion cuando esta especie recibe mayor cantidad de luz
solar y existe un déficit de agua ya. De esta manera cuando las plantas se someten a condiciones
de estrés, se aumenta la relacion carotenos/clorofila total, como reflejo de una mayor sintesis de

carotenos que de clorofilas, con el proposito de proteger los tejidos contra el estrés ambiental

(Avila et al. 2012; Esteban et al. 2015.).
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Figura 8. Contenido de pigmentos para Clorofila a + Clorofila b (Chl a+b; A) (umol m2); Relacién Clorofila
a/Clorofila b (Chl a/b; B) (mol/mol); Violaxantina, Anteraxantina y Zeaxantina en relacién al contenido de
Clorofila (VAZ/Chl; C) (mmol/mol) y carotenoides totales en relacion al contenido de Clorofila (Total Car/Chl
total; D) (mmol/mol) en hojas de sol y sombra de C. fistnla. En la estacion lluviosa (mayor-octubre) y seca
(noviembre-abril) (n=3%E.S). Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<<0.05) tras realizar el test post
hoc SNK en los diferentes contenidos de pigmentos de hojas de sol y sombra colectadas en la estacion lluviosa
como en la estacién seca.

Caso contrario es el de C. fistula (Fig. 8C) donde el mayor contenido de VAZ/Chl lo
presenta en la estacion lluviosa y no en la estacion, lo cual es contrario a lo que se podria esperar
por la mayor incidencia de luz sola y la falta de agua. Estos resultados pueden haber sido
influenciado por otros factores ambientales, como la presencia de patégenos (Demmig-Adams
and Adams 1992; Esteban et al. 2014). De hecho, pudo ser que la infeccion estuviese en una fase
temprana, ya las hojas no mostraban signos aparentes de dafio. El ratio Chl a/b disminuye en la
estacion seca, y la razén pueden ser las condiciones estresantes de esta estacion, tal y como

ocurre en la especie anterior.
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Figura 9. Contenido de pigmentos para Clorofila a + Clorofila b (Chl a+b; A) (umol m-2); Relacién Clorofila
a/Clorofila b (Chl a/b; B) (mol/mol); Violaxantina, Anteraxantina y Zeaxantina en relacién al contenido de
Clorofila (VAZ/Chl; C) (mmol/mol) y carotenoides totales en relacion al contenido de Clorofila (Total Catr/Chl
total; D) (mmol/mol) en hojas de sol y sombra de G. sepium. En la estacion lluviosa (mayor-octubte) y seca
(noviembre-abril) (n=3%E.S). Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<<0.05) tras realizar el test post
hoc SNK en los diferentes contenidos de pigmentos de hojas de sol y sombra colectadas en la estacién lluviosa
como en la estacién seca.
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Figura 10. Contenido de pigmentos para Clorofila a + Clorofila b (Chl a+b; A) (umol m2); Relacién Clorofila
a/Clorofila b (Chl a/b; B) (mol/mol); Violaxantina, Anteraxantina y Zeaxantina en relacién al contenido de
Clorofila (VAZ/Chl; C) (mmol/mol) y carotenoides totales en relacion al contenido de Clorofila (Total Car/Chl
total; D) (mmol/mol) en hojas de sol y sombra de H. coubaril. En la estacién lluviosa (mayor-octubre) y seca
(noviembre-abril) (n=3%E.S). Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<<0.05) tras realizar el test post

hoc SNK en los diferentes contenidos de pigmentos de hojas de sol y sombra colectadas en la estacién lluviosa
como en la estacion seca.

En la especie G. sepium las diferencias significativas que presenta son en el contenido de
pigmentos VAZ/Chl (Fig. 9C) y Total Car/Chl Total (Fig. 9D) durante la estacion seca. Estas
diferencias pueden tener dos causas, la primera como fotoproteccion (Demmig-Adams and
Adams 1992); y la segunda debida a su fenologia, ya que es un arbol que pierde sus hojas en la
estacion seca, cuando presenta su floracion (OFI-CATIE 2003). La especie H. coubaril (Fig. 10),
perennifolia, presenta diferencias significativas en cuanto al contenido de Total-Car/Chl total en
la estacion seca (Fig. 10D), debido de nuevo a un aumento de la fotoproteccion en esta época
menos favorable. En el caso de la especie §. amara (Fig. 11) los contenidos de Chl a+b (Fig. 11A)
y VAZ/Chl (Fig. 11D), son inversamente proporcionales, teniendo mayor contenido de
VAZ/Chl durante la estacién seca, lo cual es una consecuencia adaptativa a su habitat, ya que es

una especie que crece bajo el dosel de otras especies que por lo general son caducifolias (OFIE-
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CATIE 2003) perdiendo sus hojas en la estacion seca, y por lo recibiendo S. amara de una forma

directa la radiacidén solar en estacion seca.
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Figura 11. Contenido de pigmentos para Clorofila a + Clorofila b (Chl a+b; A) (umol m2); Relacién Clorofila
a/Clorofila b (Chl a/b; B) (mol/mol); Violaxantina, Anteraxantina y Zeaxantina en relacién al contenido de
Clorofila (VAZ/Chl; C) (mmol/mol) y carotenoides totales en relacion al contenido de Clorofila (Total Car/Chl
total; D) (mmol/mol) en hojas de sol y sombra de S. amara. En la estacién lluviosa (mayor-octubre) y seca
(noviembre-abril) (n=3=xE.S). Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<<0.05) tras realizar el test post
hoc SNK en los diferentes contenidos de pigmentos de hojas de sol y sombra colectadas en la estacién lluviosa
como en la estacion seca.

En general los resultados de este apartado confirman la necesidad de proteccion y por lo

tanto un aumento de la capacidad fotoprotectora de las especies en la estacion seca.

3.2. Presencia de Lx y ciclo LxL en las especies del bosque seco
3.2.1. ¢Las especies del bosque presentan Lx?

Un estudio de Matsubara et al. (2009) mostré que la mayoria de las especies muestreadas del
neotropico presentaba Lx, en concreto se encontrd que la acumulacién de Lx en las hojas se
distribuia ampliamente entre los taxones. Siendo mayor de 5 mmol mol Chl™ en el 20% de todas
las especies examinadas y mayor de 10 mmol mol Chl" en el 10 % de especies lefiosas. Teniendo

en cuenta el gran nimero de especies Lx en el ecosistema tropical (en comparaciéon con el
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templado), se procedi6 a analizar la composicion de pigmentos en 9 especies tropicales del

bosque seco de Nicaragua (Tabla 3).

Tabla 3. Composicién de pigmentos y a-tocoferol en las especies muestreadas en Nicaragua. Los valores indican
la media * S.E. de especies de bosque seco en el petiodo de estacion seca. Relacion de clorofila a/clorofila b (chl
a/b) (mol/mol), Neoxantina en base al contenido de clorofila (N chl) (mmol/mol), Violaxantina en base al
contenido de clorofila (V chl) (mmol/mol), Luteina epdxido en base al contenido de clorofila (Lx chl) (mmol/mol),
Lutelna en base al contenido en clorofila (L. chl) (mmol/mol), Anteraxantina+ Zeaxantina en base al contenido de
clorofila (A+Z chl) (mmol/mol), a-caroteno en base al contenido de clorofila («-C chl) (mmol/mol), B caroteno en
base al contenido de clorofila (3-C chl) (mmol/mol), Violaxantina, Anteraxantina y Zeaxantina en base al contenido
de clorofila (VAZ chl (mmol/mol).

S— Familia SZ'H'?;"‘;‘; Ubicacion chla/b  Neochl  Vehl Lxchl Lehl  A+Zchl  a-Cchl  P-Cchl  VAZchl
Haematoxylum brasiletto Fabaceae Nov Isla Juan Venado 21101 36.8:0.6 26.8#0.5 2.3+0.4 120.4#22 2.7:0.6 0520.1 112.1+108 29.5:0.8
Pithecellobium oblongum Fabaceae Nov Isla Juan Venado 2.0:0.0 39.1#1.9 31.7+1.1 21.943.7 110.1#50 3.5:0.9 159445 90.4¢5.8 352419

Gliricidia sepium Fabaceae Nov Isla Juan Venado 2.240.1 39.3+1.8 457+#2.7 0.9:03 130.3:09 10.1:4.8 5.9+2.8 108.8+106 55.8¢5.4
Prosopis juliffora Fabaceae Nov IslaJuan Venado 25300  33.6¢0.9 69.534.6 2.4#0.2 109.6#35 8.2+1.0 0.530.1 1282454 77.8#49
Diphysa robinoides Fabaceae Nov Ledn 1.9+0.1 41.8+0.6 37.9+7.9 1.7:0.6 130.8425 4.4+06 1.2+04 0954456 42.3:83

Andira inermis Fabaceae Nov Ledn 1.9+0.0 35.8+£1.0 28.522.7 1.6:0.2 119.3347 3.6#1.1 17.943.3 60.1+5.5 32.1+3.7
Pterocarpus rohrii Fabaceae Nov Ledn 1.8+0.0 38.3+0.6 23.3#2.2 37.7+6.2 97.0¢3.0 1.3#0.2 36.1#1.6 54.5%2.6 24.6+2.0
Dalbergia sp Fabaceae Nov Ledn 1.8£0.0 38.9:1.3 29.5:1.7 55:09 1216281 3.9:09 31.8:0.6 62.1x4.6 33.422.4
Dalbergia retusa Fabaceae Nov Ledn 1.8:00  41.5:05 33.3+14 6.9:1.8 124.6¢13 2.9:0.5 23.446.2 722456 36.2:+15

Lo mas destacable es que en el 100% de especies muestreadas se encontré el pigmento
Lx, y ademads su concentracion fue extremadamente alta en dos de las especies muestreadas,
Pterocarpus robrii y P. oblongun con 37.7 y 21.9 mmol/mol Chl, respectivamente. Este potrcentaje
es muy alto comparado con el promedio de especies que presentan Lx (en torno al 45%)
(Matsubara et al. 2009; Esteban et al 2010; Esteban et al. 2014). Entre las angiospermas, Lx es
mas frecuente en las angiospermas basales, con altos contenidos de Lx en especies de las familias
Myristicaceae y Lauraceae (Garcia-Plazaola et al. 2004; Matsubara et al. 2008; Esteban et al.
2009b) pero también en grupos avanzados como Rosidos (Fagaceae, Fabaceae) y Asteridos
(Ericaceae, Cornaceae, Verbenaceae, Caprifoliaceae) (Garcia-Plazaola et al. 2004; Esteban et al.
2009b; Matsubara et al. 2008, 2009). Nuestras especies pertenecen a la familia Fabaceae, por eso
presentan estos altos contenidos. Las dos especies con los altos contenidos de Lx, también
presentan concentraciones elevadas de alfa Caroteno (x-C), lo cual implica que estas especies
favorecen la via B,& (que da lugar a la acumulacién de Luteina y I.x), lo cual estd descrito que
ocurre en especies de sombra (Demmig-Adams and Adams 1992). Asi el caracter de presentar

una concentracion elevada de o-C ha sido descrito como adaptacién al crecimiento en

condiciones de sombra (Demmig-Adams and Adams 1992; Esteban et al. 2014).
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3.2.2 ¢Existe ciclo LxL en las especies del bosque seco?

Para estudiar el funcionamiento del ciclo Lx se analiz6 la composicion de pigmentos en hojas intactas
de las especies de la Tabla 1 (excepto D. refusa) muestreando a lo largo de un gradiente luminico creciente

(Fig. 12y 13).
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Figura 12. Relacién entre las concentraciones Violaxantina+Anteraxantina+Zeaxantina (VAZ chl) (mmol mol-!
Chl) y la apertura del dosel arboreo (% canopy openness) en hojas intactas en diferentes especies del bosque seco
de Ledn. Las lineas de regresion se muestran cuando son significativas (p<0.05).
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En la figura 12 se observa la relacion de VAZ y la apertura del dosel arbéreo en hojas
intactas en diferentes especies del bosque seco de Ledén. Todas las especies aumentan el
contenido en VAZ cuanta mas luz reciben, pero las especies que muestran de forma inequivoca
y estadisticamente significativa relacién directa de la cantidad de VAZ con el porcentaje de la
apertura del dosel son Haematoxylum brasiletto, Pithecellobium oblongun y Gliricidia sepium. Si nos
fijamos en la pendiente de la recta podemos comprobar que la especie H. brasiletto es la que
presenta menor grado de respuesta a la intensidad de luz recibida y P. oblongun es la especie que
muestra mayor respuesta en el contenido de VAZ como mecanismo de aclimataciéon a la
variaciéon de intensidad de la luz. Esta respuesta coincide con el hecho demostrado que en
doseles de bosque, la concentracién de pigmentos VAZ aumenta con la cantidad de luz (Logan
et al. 1996; Niinemets et al. 1999; Garcia-Plazaola and Becerril 2001; Hansen et al. 2002). Las
especies que no muestran un aumento significativo del contenido total de VAZ con la irradiancia,
como su respuesta es también positiva, por lo que se propone aumentar el nimero de muestras
a lo largo del gradiente en el futuro para que esta relacion sea significativa, siempre que sea
posible, ya que dependera de la naturaleza de las especies. Por ejemplo, P. oblongun crece en
ambientes con un rango de iluminacién muy diverso, que abarca desde los muy sombreados
(20% de apertura del dosel) hasta los muy iluminados (80%), pero no es el caso de todas las

especies.
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Figura 13. Relacion entre las concentraciones Luteina epoxido (Ix chl) (mmol mol-! Chl) y la apertura del dosel
arbéreo (%o canopy openness) en hojas intactas en diferentes especies del bosque seco de Ledn. Las lineas de

regresion se muestran cuando son significativas (p<<0.05).
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En la figura 13 se muestra la relaciéon de Lx y la apertura del dosel arbéreo en hojas de
especies del bosque seco. De manera general el contenido en Lx no estuvo relacionado con la
apertura del dosel, con la excepcion de P. oblongun que mostré un descenso de Lx segun
aumentaba el porcentaje de transmitancia de luz (apertura del dosel) (R*=0.70, p<0.05). Este
hecho coincide con los experimentos llevados a cabo en la laurisilva y se observo que la relacion
entre el contenido de Lx y el gradiente luminico varié entre especies (Esteban et al. 2007). Sin
embargo, la mayoria de la concentracion de Lx de las especies muestreadas es menor de 10 mmol
mol” Chl a+b (a excepcion de P. oblongun y P. robrii, por lo que esta concentracion de Lx no es
susceptible de fotoconvertirse en L. (Esteban et 2014), ya que para que se dé el ciclo I.xL los
contenidos tienen que ser mayores de 10 mmol mol" Chl a+b. En la especie P. oblongun, que si
muestra cambios de concentracién dependiendo el dosel, queda probado que la Lx esta
participando en el ciclo LxL, y que por lo tanto pueda jugar un papel importante en la
fotoproteccion de esta especie (Matsubara et al. 2003), lo que indicaria que el funcionamiento
del ciclo LxIL podria ser de importancia en la supervivencia de esta especie (Hormaetxe et al.

2004).

3.4 Evaluacion de la presencia de esporas de micorrizas en el manglar y bosque
seco de la IJV.

Se ha descrito que las HFMA juegan un papel ecolégico importante en los ecosistemas, de
manera que la asociacién simbidtica entre especies del phylum Glomeromycota y las raices de
plantas superiores trasciende incluso los beneficios individuales del macro y microsimbionte,
actuando las HFMA incluso como especies bioingenieras en la rizosfera (ID’Souza 2016;

Kikvidze et al. 2011).
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Figura 14. Numero de esporas en suelo de manglar y bosque seco de la IJV en las zonas descritas en la Tabla 2. Las
barras indican nimero promedio de esporas (n=3)

La figura 14 nos indica que en la Zona 1 Lagartillo es el que tiene menor cantidad de
esporas tanto en el bosque seco, como en el manglar; en esta zona hubo mas esporas en el bosque
seco que en el manglar. En la zona 2, Comején tienen mayor cantidad en bosque seco seguido
por Cedro Espino; siendo Cedro Espino es el sitio con mayor cantidad de esporas en el suelo de
manglar de los 6 sitios muestreados, seguido por Comején. En la zona 2 el mayor nimero de
esporas en el bosque seco fue en Comején, y para el manglar en Cedro Espino.

El contenido de esporas de HFMA en los 6 sitios estudiados de la IJV estuvo entre los
255-3362 esporas/100 g de suelo (Fig. 14). Esta densidad estd dentro del rango descrito en la
bibliografia (Picone 2000; Opik et al. 2006; D’Souza and Rodrigues 2013), si bien esta descrito
como el nimero y diversidad de las HFMA puede ser muy variable al verse fuertemente afectados
por las propiedades del suelo, las condiciones ambientales (clima), manejo del suelo,
interacciones con otros organismos y la diversidad vegetal (Jeffries and Barea 2001). Entre los
factores edaficos destacan la textura y estructura del suelo, el pH, el contenido en materia

organica y la concentracién de elementos minerales y nutrientes, en particular el contenido de

89



Capitulo IV

tésforo disponible (Jeffries et al. 2003). En los sistemas acuaticos como los manglares la
diversidad de HFMA es afectado ademas por aspectos como el nivel de las mareas, lo que afecta

fundamentalmente a la salinidad y al grado de saturacion y anoxia del suelo (D’Souza 2016).

3000.0
2500.0

2000.0

1500.0 W Manglar

O Bosque seco
1000.0

500.0 1

Zonal Zona 2

Numero de esporas/100 g de suelo

Figura 15. Comparacién de numero de esporas presentes en los suelos de manglar y bosque seco en dos zonas de
la Isla Juan Venado. en las zonas descritas en la Tabla 2. Las barras indican el nimero promedio de esporas S.E.

(n=3).

Se han observado grandes diferencias en el nimero de esporas en los puntos muestreados
tanto en zona de manglar como en bosque seco. La densidad de esporas fue en promedio 4 veces
mayor en la zona 2 que en la zona 1 (Fig. 15). Dentro de cada una de estas zonas también hubo
diferencias entre los tres sitios estudiados, si bien fueron bastante menores que las existentes
entre la zona 1 y la zona 2. Con respecto a la abundancia de esporas en los dos ecosistemas
bosque seco y manglar no se pudo encontrar un patron, ya que, a pesar de que en la zona 1 existe
un 67 % mas esporas en el bosque seco que en el manglar, debido al bajo nimero de réplicas
(n=3) esta diferencia no resulté significativa (Fig. 15). En la zona 2 tampoco existieron
diferencias entre bosque seco y manglar. Tampoco se encontré relacion entre el pH del suelo del

manglar y la abundancia de esporas (R*=0.02).

En varios estudios se ha descrito que el grado de colonizacion de las especies del manglar
pot los HFMA es muy variable. Asi en un estudio de D’Souza and Rodrigues (2013) con 16
especies del manglar el rango de colonizacién estuvo entre el 6%—77%. La densidad de esporas
y el grado de colonizaciéon de las HFMA fue dependiente tanto de las especies presentes (siendo

la menor en Avicennia marina) como del lugar donde se hizo el muestreo. En nuestro caso, el
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factor localizaciéon hizo aumentar la densidad de esporas hasta un 400% de la zona 1 a la zona
2. En otro estudio el grado de colonizacién de las HFMA por las especies del manglar fue aun
mas bajo, entre el 0 y 17%, apuntando ademas a que la presencia de HFMA en tejidos del cortex
del aerénquima sugiere que los mangles podrian ayudar y favorecer la supervivencia de estas
micorrizas al suministrarles oxigeno (Kothamasi et al. 2006). En general se ha descrito como el
grado de colonizacion de las HFMA se ve afectado negativamente por el crecimiento en
situaciones sumergidas tanto debido a la inundacién (anoxia) como a la salinidad en medios
salinos incluyendo a los manglares (Sengupta and Chaudhuri 2002; Sengupta and Chaudhuri
1990; Brown and Bledsoe 1996), si bien en nuestro estudio no aparecen diferencias significativas
de densidad de esporas entre zonas de manglar sometidas a inundacién y zonas de bosque seco

adyacentes.

Un factor a tomar en cuenta que puede condicionar la presencia de esporas de HFMA es
la diversidad de especies vegetales. En nuestro caso, en la zona 1 muestreada la especie
predominante fue Avicennia germinans y en la zona 2 fue Laguncularia racemosa. Ambas especies
tienen mecanismos para hacer frente a la salinidad presente en su entorno, siendo mas efectiva
A. germinans ya que es una de las especies que mejor crece y tolera ambientes con altas
concentraciones de salinidad por tener la capacidad de excretar el exceso de sal a través de sus
glandulas en las hojas. En cambio, Laguncularia racemosa es una planta haléfita que crece en
ambientes salinos, pero se desarrolla mejor en ambientes con concentraciones bajas de salinidad.
Por tanto, la alta cantidad de esporas en la zona 2 podria estar relacionada con la mayor
abundancia de L. racemosa, de hecho, hay estudios que atribuyen a los HFMA un efecto protector
sobre la planta frente situaciones de estrés tanto bidtico como abiético (Davies et al. 1992). En
este sentido Allen and Allen (1986) encontraron que el efecto positivo de la micorriza sélo se
manifiesta durante periodo de estreses. Estudios realizados con lechuga expuestas a estrés salino
aumentaron su contenido en prolina (osmolito importante para responder ante el estrés
osmotico) como consecuencia de salinidad y fue considerablemente menor en plantas
colonizadas por Glomus, sugiriendo que los mecanismos por los cuales estos hongos alivian el
estrés salino puede estar basados en procesos fisiolégicos como un incremento en la tasa de
intercambio de CO,, una mayor transpiracién, conductancia estomatica y eficiencia en la
utilizaciéon de agua (Ruiz-Lozano et al. 1996). Esto podtia indicar que L. racemosa, que crece en
la zona 2 con una mayor cantidad de esporas en el suelo lo que sugiere mayor grado de

micorrizacién, podria estar soportando un mayor estrés osmotico que A. germinans creciendo en
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la zona 1, ya que no dispone de la capacidad excretora del exceso de sal de L. racemosa. Sin

embargo, al comparar el contenido salino del medio con el numero de esporas vemos que esto

no es asi.
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Figura 16. Relacion entre la salinidad del suelo del manglar y el nimero de esporas en los 6 puntos muestreados.

Como la salinidad del medio puede tener un efecto directo en el contenido de esporas de HFMA
se comparo el nimero de esporas con la salinidad en los 6 puntos del manglar donde se realiz6
el muestreo (zona 1 y zona 2) observandose una correlacion inversa entre el nimero de esporas
y la salinidad Fig. 16 (R*=0.72, p<0.05), lo que parece indicar que la salinidad reduce
proporcionalmente el nimero de esporas de HFMA. Este resultado concuerda con Roda et al.
(2008) en los que describe que en general la abundancia de micorrizas se reduce en ambientes
salinos. Igualmente ha sido descrito en condiciones de laboratorio que la salinidad inhibe la
germinacion de esporas de HFMA, la colonizacion de raices por el hongo y la formacién de
estructuras funcionales (Juniper and Abbott 2006). Concretamente en manglar, la frecuencia de
la colonizacién por HFMA aumenté cuanto menor fue la salinidad del medio (Sengupta and
Chaudhuri 2002). Sin embargo, otros estudios han mostrado una gran abundancia de esporas y
micorrizas en plantas de ambientes salinos (Carvalho et al. 2001; Neto et al. 2006). Nuestros
resultados parecen indicar que la salinidad del suelo del manglar puede ser un factor decisivo y

limitante en el establecimiento y éxito de la micortizacion.

92



Fotoproteccidn en el bosque seco

4. CONCLUSIONES

LLa composicion de los pigmentos de las especies del bosque seco esta afectada tanto por
factores internos (la biologia y ecologfa de las especies) como externos (condiciones ambientales)
y en general este capitulo confirma la necesidad de proteccién y por lo tanto un aumento de la
capacidad fotoprotectora de las especies del bosque seco de la estacion seca. Es de destacar, la
presencia del pigmento Lx (pigmento no ubicuo) que se ha encontrado en todas las especies
muestreadas del bosque seco, confirmando la presencia cuasi-ubicua de este pigmento en las
especies tropicales. Por ultimo, nuestros resultados indican unas grandes diferencias en la
densidad de esporas en suelos del bosque seco y manglar en las distintas zonas estudiadas,

disminuyendo en el caso del manglar al aumentar la salinidad del suelo.
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Respuestas fotoprotectoras de las especies del manglar

1. INTRODUCCION

Nicaragua alberga hasta 68 tipos de ecosistemas de los cuales destacan, los bosques y
ecosistemas acuaticos, tanto de agua dulce como salada. Entre los bosques destacan por su
singularidad los manglares en ambas costas del pafs. Los manglares del Pacifico se ubican desde
el sur del Golfo de Fonseca hasta Puerto Sandino, formando parte del Bosque seco de Centro
América. Los ecosistemas del manglar juegan un papel importante en la ecologfa de las costas,
en la economia del pafs, y constituyen ademas un acervo genético fundamental para una
comunidad diversa de plantas y animales que son importantes como patrimonio de la region, lo
cual incrementa su valor cientifico, turistico y educativo (Yanez—Arancibia and Lara—Dominguez

1999).

La salinidad es un factor vital que regula el crecimiento y distribuciéon de los manglares
(Ball et al. 1988), pero también influye la temperatura alta, el aporte de agua dulce y cualquier
cambio a estas condiciones genera cambios en su zonacién tedrica. En general, dentro del
bosque de mangle, se aprecian cuatro tipos de asociaciones de especies claramente definidos:
Rhizophora ocupando la banda mas cercana al mar, Laguncularia y Avicennia en la parte media y
Conocarpus mas al interior (MARENA 2010, Fig. 1). Es decir, las especies del género Rhizophora,
la que alcanza su maximo desarrollo en los lugares donde hay mas influencia de las mareas es R.
mangle, no siendo asi para R. harrisonii y R. racemosa que prefieren zonas con menor influencia de
la marea. Avicennia germinans predomina en zonas aridas e hipersalinas (Cintron et al. 1978).
Laguncularia racemosa soporta altos contenido de sedimentos y casi siempre situados en zona con
inundacién mareal muy limitada y Conocarpus erectus se desarrolla en zonas de influencia costera,
pero rara vez inundada por el mar. Es de destacar, que la biomasa de los bosques de manglar
varfa con la edad, la especie dominante, e incluso la localidad, y de hecho su reparto de biomasa,
junto con su produccién primaria neta y la respiracion del suelo les convierte en ecosistemas

altamente productivos y en eficientes sumideros de carbono (Komiyama et al. 2007).

Las especies del manglar al estar en contacto continuo con agua de mar son especies
haléfitas, completando su ciclo vital en estos ambientes (Ortola 2002). Pero no todas las plantas
haléfitas se comportan de la misma forma ante la salinidad. Algunas de ellas son capaces de
tolerarla (haldfitas estrictas), mientras que otras no necesitan la sal como factor imprescindible
para su correcto funcionamiento (halofitas facultativas o de subsistencia) (Braun-Blanquet 1979).

Las especies haldfitas facultativas pueden crecer en ambientes salinos, pero su crecimiento
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optimo ocurre en ambientes libre de sal o con niveles de salinidad bajos. No requieren de agua
salada para sobrevivir, pero son capaces de tolerar altas concentraciones de salinidad (Mitsch
and Gosselink 2000). Las halofitas estrictas se definen como plantas que tienen un crecimiento
optimo con concentraciones moderadas o altas de salinidad y que son incapaces de crecer en
bajas concentraciones de salinidad o agua dulce (Ungar 1978; Mitsch and Gosselink 2000;
Sabovljevic” and Sabovljevic” 2007). Sin embargo, no existe un consenso respecto a la naturaleza
haléfita estricta o facultativa (obligatoria o de subsistencia) de estas especies. Existen dos visiones

(Wang et al. 2011):

1)Las especies arboreas del manglar son haléfitas facultativas, la sal no es requerimiento
para su crecimiento (Chapman 1975; Mohammadizadeh et al. 2009). El agua dulce es un
requerimiento fisiolégico, mientras que el agua salada es un requerimiento ecolégico (Saenger
2002). Lo primero evita el exceso de pérdidas respiratorias y este ultimo evita la invasién y
competencia de las no haléfitas. Debido a que son capaces de crecer en areas de agua dulce, la
sal no es un elemento fisiolégico requisito para su desarrollo (Chapman 1975; Mohammadizadeh
et al. 2009). Los manglares no pueden desarrollarse en comunidades de agua estrictamente dulce,
debido a la competencia por el espacio de plantas vasculares de agua dulce y porque los

manglares tienen ventajas competitivas sobre otras plantas en areas de agua saldas. (Tomlinson

1986).

i) Los manglares no pueden crecer permanentemente en agua dulce y la sal es un

requerimiento fisiologico.

Por otro lado, la salinidad limita la fotosintesis de los manglares (Ball and Pidsley 1988),
y esta limitacion vendra determinada por la tolerancia interespecifica de cada una de las especies.
Sin embargo, esta descrito que esta tolerancia puede cambiar con la relacién con la luz (Krauss
et al. 2008), ya que por un lado existe la posibilidad de que las hojas se fotoinhiban (Bjérkman
et al. 1988) y por otro, se ha descrito un efecto interactivo de la salinidad y la luz (Krauss and
Allen 2003), por eso es imprescindible conocer la respuesta de las hojas de sol y sombra de las

especies del manglar, expuestas a una salinidad creciente.

Es por ello, que el presente estudio presenta tres objetivos: 1) evaluar la supervivencia, el
crecimiento inicial y las respuestas fisiologicas, a la salinidad creciente del suelo del manglar en

las especies presentes en IJV en condiciones semi-controladas, II) analizar la respuesta
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fotoprotectora de las especies del manglar en campo, y I1I) definir la respuesta haléfito-estricta

o facultativa de las especies basandonos en su respuesta ecofisioldgica.
2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Disefo experimental

Este capitulo es el compendio de 3 disefios experimentales encaminados a elucidar los
objetivos planteados en el apartado de introduccién. Los disefios experimentales se han

ordenado en respuesta a los objetivos especificos antes expuestos.

a) Experimento 1. Efecto de la salinidad en las especies del manglar en

condiciones semi-controladas (en respuesta al objetivo especifico I y III)

Se recolectaron 100 propagulos de las especies Rhizophora mangle (L), Avicennia germinans (L)
v Laguncularia racemosa L. C.F. Gaerth del estero de la Reserva Isla de Juan Venado (IJV),
(Nicaragua, (12°22°N, 87°01 "W). En paralelo se determiné la salinidad del estero (proporcional
a la del suelo) en zonas cercanas a las especies. Estos propagulos se germinaron en placas Petri
con un papel humedo. Una vez germinados los propagulos se procedié a sembrarlos en suelo
procedente del Jardin Botanico Ambiental de la UNAN-Le6n, (suelo con bajo contenido de sal,
700 mg NaCl kg suelo) en un ambiente semicontrolado en macetas con medidas de 60x30x20
cm (largo/ancho/alto) y se colocaron en un invernadero donde la temperatura oscilaba entre los
30 y 35 °C. El ensayo se realiz6 en noviembre-diciembre del 2015, tiempo que abarca desde el
dia de la recolecta de propagulos hasta el tltimo dia de toma de datos en el experimento (21 dias
de tratamiento). Se utilizaron un total de 72 propagulos por especie, que se regaron durante 21
dias con agua con 3 concentraciones de sal, equivalentes a 100, 50 y 0% (35 g/, 17.5 g/Ly 0

g/L respectivamente) de la salinidad del agua de mar.

Por otra parte en el laboratorio analitico del Dpto. Biologia Vegetal y Ecologia,
UPV/EHU, Leioa, Bizkaia, se procedi6 a evaluar la sobrevivencia de propagulos de L. racemosa
y A. germinans en 5 concentraciones de sal equivalentes a 200, 100, 50, 25 y 0% (70 g/L, 35
g/1,17.5¢/1,8.75 ¢/Ly 0 g/L respectivamente) de la salinidad del mar, se utilizaron bandejas
con perlita como sustrato para cada concentraciéon de salinidad, colocandose por cada
concentraciéon 15 propagulos de cada especie, a los 10 dfas se tomaron los datos de

sobrevivencia, mientras que la longitud del propagulo y longitud de la rafz principal se
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realizaron a los 18 dfas. Los datos de sobrevivencia se obtuvieron a los 7 dias de haber sido
colocadas las semillas (Fig.1) en las bandejas con las diferentes concentraciones de salinidad; el

criterio para tomar la sobrevivencia de ambas especies fue la presencia de propagulo.

Semilla
Semilla

Propagulo
Propagulo

Fuente: http://www.seabean.com Foto de Susana Guzman Gémez

Figura 1. Semillas con propagulo en A. germinans (A) y L. racemosa (B)

Este experimento, se completd con el analisis de la capacidad fotosintética y la capacidad
de responder a la luz de los propagalos de Rhizgphora (es decir, si eran fotosintéticamente
activos). Para ello se realizaron discos mediante cortes trasversales y se midi6 la eficiencia
fotoquimica en muestras en oscuridad (16 h) y tras exponer los propagalos a una irradiancia de
300 pumol fotones m™ s durante 30 minutos. Esta dosis fue suficiente para inducir un
decrecimiento significativo en la eficiencia fotoquimica en plantas adaptadas a oscuridad. La
iluminacién fue producida por un proyecto de metal halégeno de 500 W (modelo 906609,
Massive, Barcelona, Spain). La radiacion infrarroja se redujo usando un vidrio grueso cubierto

con agua.

b) Experimento 2. Respuesta de las hojas de sol y sombra en las especies del
manglar durante la estacion lluviosa (mas favorable) (en respuesta al objetivo especifico 11

y 111

Se colectaron hojas de sol y sombra (hojas de sol con orientacion al sur y las de sombra
orientacion al norte) de las especies Avicennia germinans, Laguncularia racemosa 'y Rhizophora mangle
delaIJV enla estacion lluviosa (mayo-octubre) (menos estresante en el clima tropical estacional).

Las hojas se cosecharon y se determiné la maxima eficiencia fotoquimica del PSII mediante el
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parametro Fv/Fm (tras incubacién en oscuridad 16 h), para obtener condiciones comparables
(Tausz et al. 2003) y el indice de masa foliar basado en 4rea (LMA; g m™) de las hojas. Para la
determinacién del contenido de pigmentos y tocoferoles se obtuvieron discos de hojas con un
sacabocados. El muestreo se realizé en mediodia. Se colocaron en sobres con silica gel, segun el
protocolo de Esteban et al. (2009a), para ser transportadas 2 semana después al laboratorio
analitico (Dpto. Biologia Vegetal y Ecologia, UPV/EHU, Leioa, Bizkaia) donde se congelaron

en nitrégeno liquido y se guardaron a -80 °C hasta su analisis por HPLC.

c) Experimento 3. Pigmentos fotosintéticos en hojas de sol y sombra en las

especies del manglar durante la estacion seca. (en respuesta al objetivo especifico II y III).

El experimento b, se complement6 con material recolectado en la estacion seca. Esta vez
se utilizé un abanico mas extenso de especies vegetales, en concreto se usé material vegetal de
hojas de las siete especies de mangle presentes en la IJV Rbizophora mangle, R. racemosa G. Mey,
R. harrisonii Leechm, Avicennia germinans, A. bicolor Standl, Laguncularia racemosa'y Conocarpus erectus
L. El muestreo se enfocod en los pigmentos fotosintéticos siguiendo el protocolo usado en el

apartado b y se realiz6 en la época mds estresante, la estacion seca (abril-2014)
2.2. Determinacion de la salinidad del suelo

La salinidad del suelo de la zona de manglar se realiz6 tomando muestras de suelo en
tres zonas a lo largo de un transepto (partiendo del litoral del manglar junto al estero hacia el
limite del bosque de manglar junto al bosque seco (Fig. 3). Las muestras de suelo fueron tomadas
de los cuatros estratos de bosques de Awvicennia, Conocarpus, Laguncularia y Rhizophora. En cada
zona y especie se recolectaron 3 muestras independientes (n=3). El muestreo se llevé a cabo en
la estacion seca y en la estacion lluviosa. Se realizé mediante unos cilindros de 10 a 20 cm de
profundidad, y las muestras se colocaron en bolsas herméticas. Una vez en el laboratorio se
limpi6 para que estuviese libre de hojarasca o cualquier residuo presente, luego se secé en un
horno a 110 °C durante 72 h. Las muestras de suelo seco (25 g diluidas en 100 mL de agua
destilada) se utilizaron posteriormente para determinar la conductividad eléctrica con un

conductimetro (GLP 31/32, CRISON, ALELLA — Barcelona, Espafia).
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2.3. Determinacion del reparto de biomasa y medidas biométricas

La toma de datos se realiz6 a los 21 dias en distintas concentraciones de 100, 50 y 0 %
de salinidad. Para tomar los datos de biomasa se efectud el peso total de cada planta. Luego se
secciond cada planta en 3 partes, raices, tallo y hojas, a los cuales se les hizo peso fresco para
luego dejarlas secando en la estufa a durante 72 horas a 80 °C. Una vez seca las muestras se
calculé el peso seco de estas para obtener el LMA (peso/area de hoja). Los datos de longitud del
propagulo y longitud de raiz principal del experimento de los propagulos se realizaron con una
regla milimetrada medidos a los 18 dfas del ensayo. En los resultados se han calculado los
siguientes parametros: fraccion masa (FM, peso seco de los 6rganos entre el peso total) y fraccion

de masa foliar (LMF, peso seco de la hoja entre el peso total)
2.4. Determinacion de la eficiencia fotoquimica

Se realiz6 en distintas especies y partes de la planta, segin el disefio experimental (ver
mas detalles en el apartado 2.1). En experimento 2 se usaron hojas de A. germinans, Laguncularia

racemosa’y R. mangle; y en el experimento 1 se usaron propagulos de R. mwange.

Para el experimento 2 se empleé un fluorimetro portatil FluorPen FP 100 (Photon
System Instrument, Brno, Czech Republic). El parimetro medido fue Fv/Fm, que estima la
maxima eficiencia fotoquimica del PSII que indica la proporcion de la luz captada por las antenas
del PSII que alcanza el centro de reaccion. Anterior a las medidas, las hojas fueron adaptadas a
oscuridad por una noche (14 h), para permitir la completa relajacién u oxidacién de los centros
de reaccion para determinar Fo. Para la excitacion, se utilizan filtros de paso de banda de diodos
emisores de luz con 697-750 nm provisto de 3000 pmol fotones m™ s en las muestras de hojas,

y asi se determiné Fm. La eficiencia fotoquimica maxima del fotosistema II se estimé mediante

Fv /Fm =(Fm-Fo) / Fm.

Para el experimento de los tallos fotosintético se emple6 un fluorimetro de imagen
FluorCam FC 1000-H (Photon System Instrument, Brno, Czech Republic), siguiendo el
protocolo de Nedbal et al. (2000) y usandose propagulos de Rhizophora mangle como material
vegetal. Se hicieron dos tratamientos, plantas aclimatadas a la oscuridad por un periodo de 18
horas, y plantas expuestas a radiacion (ver detalles en el disefio experimental). Las imagenes de

eficiencia fotoquimica (Fv/Fm) fueron capturadas antes en plantas aclimatadas a la oscuridad y
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después con tratamiento de luz. La fluorescencia fue detectada por una camara de alta
sensibilidad acoplada a una carga equipada con una F 4.5-10 mm, con objetivo 1:1.6, que produce
imagenes en una escala de grises de 12 bits. Los pixeles de los parametros de la fluorescencia se
muestran como un c6digo de color que varfa de negro (0.4) a gris blanco (0.8), si bien pueden
ser visualizados en escala de falso color. El instrumento es impulsado por el paquete de software
FluorCam (FluorCamo6). Las imagenes del nivel de la fluorescencia aclimatada a oscuridad Fo,
se determinaron utilizando mediciones de destellos. Luego un pulso de duraciéon de 800 ms de
radiacién de luz saturada (2000 umol fotén m*s™). El nivel de fluorescencia maxima Fm se midi6
durante el pulso de la luz saturante utilizando 12 mediciones para mejorar la relacion sefial/ruido,
tanto Fo como Fm, se promediaron. El equipo proporciona datos sobre la imagen de la planta
que se realiza la medida y que pueden ser visualizados tanto numéricamente como en imagen de

falso color (Fig. 2).

$ FluorCam 7.0 - CAUsers\gvphehes Documents\CLAUDIAVES TANGIA 2019\ LUORCAM TAR|Azotronconas.tar

wo ik BEF

e | Proocos | Prefuocessng Rest

Figura 2. Ejemplo de la medicion de Fv/Fm en discos del propagulo de R. Mangle. empleando el fluotimetro de
imagen. Cada pixel de la foto se corresponde con un valor de Fv/Fm (Nedbal et al. 2000)

2.5. Determinacion de las curvas de induccion de la clorofila a

Se emplearon las especies de A. germinans, R. mangle y L. racemosa, haciéndose medidas
sobre las hojas. Antes de realizar las mediciones las plantas fueron tratadas con anticipaciéon con
salinidad, tal y como se ha descrito previamente. Antes de la medicién de las curvas de induccién
de la fluorescencia, las plantas se dejaron en oscuridad por un periodo de 18 horas y asi obtener
condiciones comparables (Tausz et al. 2003), para luego ser medidas con un FluorPen FP 100

(Photon System Instrument, Brno, Czech Republic). La determinacién de la medida de curvas
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de induccién de la fluorescencia imita el rendimiento fotosintético (Strasser et al. 2000). Esta
técnica permite una estimacion del rendimiento fotosintético y denota el flujo de energfa a través
del fotosistema II, que es una firma altamente sensible de fotosintesis (Strasser et al. 2000). Para
una revision mas detallada vea Strasser et al. (2000, 2004) y Stirbet and Govindjee (2011). La
fluorescencia transitoria fue inducida y registrada durante 2 s a una frecuencia de 10 ps, 100 ps,
1 ms, y 10 ms por un intervalo de 10-600 ps, 0.6-14 ms, 14-100 ms y 0.1-2s respectivamente.
Los valores de fluorescencia a 40 ps (Fo, fase 0, todos los centros de reaccion del fotosistema 11
son abiertos), 100 ps (F100), 300 us (F300), 2 ms (fase J), 30 ms (fase I), y maxima (FM, fase P,
cierre de todos los centros de reaccion) fueron tomados en consideracion. Los puntos cardinales
de la curva OJIP y parametros derivados fueron calculados con el Fluorpen 2.0 software, basado
en la teorfa de los flujos de energfa en biomembranas por las férmulas derivadas de Strasser et
al. (2000, 2004). Se han considerado los siguientes parametros de fluorescencia de los datos
extraidos: 1) Datos normalizados Vj (Fj—-Fo/FM-Fo) y Vi (Fi-Fo/FM-Fo); 2) rendimientos
cuanticos y eficiencias; 3) flujos especificos por centro de reaccion activo (RC), por absorcién
(ABS/RC), captura (TR0O/RC), transporte de electrén (ETO0/RC) y disipacion (DI0/RC). Hemos
analizado el indice de rendimiento PiAbs, el cual es el indice de rendimiento potencial para la
conservacion de energfa de los fotones absorbidos por el fotosistema II para la reduccion de
aceptores de electrones entre sistemas. LLos puntos de la curva de la induccién de la fluorescencia
(OJIP) se calcularon con software Fluorpen 2.0 basado en la teoria de los flujos de energfa en
las biomembranas por las férmulas derivadas de Strasser et al. (2000, 2004). Mas detalles en el

ANEXO L
2.6. Determinacion de pigmentos

Los compuestos fotoprotectores se extrajeron triturando las hojas en un mortero frio
con 1 mL de acetona (100%) con 0.5 g/L. de CaCOs, para evitar trazas de dcido que podrian
alterar los pigmentos. Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 20 min a una
temperatura de 4 °C y filtrada en una jeringa a través de filtro PTFE de 0.22 um (Whatman,
Maidstone, UK). Los extractos se inyectaron (15 pL) en un HPLC equipado con una columna
C18 de fase reversa (Waters, Milford, MA, USA) siguiendo el método de Garcia-Plazaola and
Becerril (1999) con algunas modificaciones (Garcfa-Plazaola and Becerril 2001; Garcia-Plazaola
and Esteban 2012). El autoinyector 717 plus fue equipado con un termostato que mantiene la

temperatura constante a 4 °C evitando la alteracién del pigmento. Los pigmentos fotosintéticos

104



Respuestas fotoprotectoras de las especies del manglar

fueron medidos mediante un detector PDA (Waters model 996) en el rango de 250-700 nm.
Los picos se detectaron e integraron a 450 nm para determinar el contenido de carotenoides y
clorofila. ILos pigmentos fueron identificados y cuantificados de acuerdo con Garcia-Plazaola
and Becerril (1999). Los tiempos de retencion y los factores de conversion para los pigmentos
fueron los mismos que los descritos por Garcia-Plazaola and Becerril (1999, 2001). Para los
tocoferoles, la deteccion se llevé a cabo con un detector de fluorescencia (Waters model 474)
ajustado a una Aue = 295 nm y A = 340 nm y calibrado con estandares de tocoferol

(Calbiochem, San Diego, CA). Es importante destacar que nuestro sistema cromatografico no
sepata los isémeros ¥ y B del tocoferol. Por sencillez, se denominara y-tocoferol a estos dos

compuestos.
2.7. Analisis estadistico

Las diferencias entre los tratamientos se evaluaron con ANOVA de una via y prueba
post-hoc de Student-Newman-Keuls. Para comparar el efecto en los parametros de las hojas
de sol y sombra se realiz6 una prueba t-student. Para el apartado 3.3. se ha realizado un analisis
de la varianza de doble via, considerando la luz y la salinidad como factores fijos. Todos los
datos fueron probados para normalidad (prueba de Kolmogorov—Smirnof) y homogeneidad
de varianzas (prueba de Cochran) y transformacién logaritmica si es necesario. Cuando esto no
cumplid, se analizaron mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Los valores p
resultantes se consideraron estadisticamente significativos a «=0.05. Los analisis estadisticos se

realizaron con IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Zonacién del manglar
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Figura 3. Zonacién del manglar en RJV. Conductividad eléctrica (ms/cm) en el suelo de manglar en la
estacion seca y estacion lluviosa para las especies C. erectus, A. germinans, L. racemosa y las tres especies del
género Rhizophora. Media £ SE (n=3). Las diferentes letras indican diferencias significativas a = 0.05 tras
realizar el test post hoc SNK. (A). Distribucién de las especies del manglar (B), recuperado de
https:/ /ecoexploratorio.org/vida-en-el-mat/ecosistemas-marinos/ manglares/#prettyPhoto).

Como se ha explicado en la introduccion, las especies del manglar se distribuyen en
relacién a una zonacion, tal y como se muestra en la figura 3B, donde se puede observar la
distribucion de las especies (empezando con R. mangle cerca del estero, terminando con C. erectus,
especie que se encuentra mas alejada del estero). Para comprobar que esta zonacién se
correspondia realmente con valores crecientes de salinidad en el estero de nuestra zona
experimental (desde C. erectus hasta las especies de Rhizophora) se realizé la medida de la
conductividad en el suelo cercano a cada uno de los grupos de especies, tanto en la estacion seca,
como en la lluviosa. Los valores de conductividad del manglar oscilaron entre 4.04 y 23.90
mS/cm en la época seca para C. erectis y R. mangle respectivamente. Mientras en la época lluviosa
los valores bajaron entre los 0.19 para C. erectus y 9.53 mS/cm en A. germinans. En la época seca
la especie con mayor presencia de salinidad fue R. mangle, seguida por L. racemosa y la menos
afectada fue C. erectus. En cambio, para la época lluviosa R. mangle presentd la menor cantidad de
sal en suelo mientras que _A. germinans es la que tuvo mayor presencia de sal en el suelo en época
lluviosa con 9.53 mS/cm. Sin embargo, su contenido de sal no varié significativamente en las
dos épocas del afno, a como si se observé en las especies de Rhbizophora y Laguncularia (Fig. 3A).
De hecho, durante la estacion seca se observo una clara relacion entre la distancia al estero y el

contenido salino del suelo del manglar, teniendo mayor concentracion de salinidad la zona con
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presencia de Rhigophoray L. racemosalo que se debe a que estas especies al estar mas cerca al estero
son las que estan en mayor contacto con el agua salina del estero que el resto de las especies.
Estos datos muestran que efectivamente la salinidad va aumentando en el estero, y por lo tanto

existe una zonacion de la concentracién de sal, a la que las especies estan expuestas (Moreno-

Casasola and Infante-Mata 2016).

Cualquier zonacion esta sujeta a la topografia local, la cual determina los patrones de
escorrentia (agua salina y dulce), y por la composicion y estabilidad del sedimento (Zinke 1976;
Tomlinson 1986; McKee 1993) y de hecho el contenido salino del suelo del manglar obedece a
dos factores fundamentales: (i) el primero es la influencia del agua dulce provenientes de rios y
la del agua salina del mar, el cual se ha descrito en el parrafo anterior. (if) El segundo factor que
determina el contenido salino del suelo en el manglar es el régimen de precipitaciones que sigue
una dinamica estacional. S6lo se obtuvieron diferencias en la concentracion de sal entre las dos
estaciones (seca-humeda) para las especies del género Laguncularia y Rhizophora. La razén por la
que la salinidad varfa de la estacion seca a lluviosa, es que las lluvias lavan el contenido de sales
del suelo y agua del estero. La alta salinidad en zona de manglares con abundantes Rhizophora se
debe a que los suelos son moderadamente reductores y con baja concentraciéon de sulfuros
McKee (1993). En cambio, el contenido de salinidad del suelo en la estacién lluviosa, la relacion
salinidad con el estero cambia y la zonacién con mayor concentraciéon de sales es la que tiene
cobertura de A. germinans. Este hecho, explica el por qué esta especie presenta los valores mas
altos de conductividad en la época lluviosa. Esto es debido a la topografia del lugar donde se
encuentran establecidos los rodales de A. germinans, que acompanado de mareas mas altas y
precipitaciones en la estacion lluviosa el agua queda acumulada y con ello la evaporacion hace la
formacion de costras de sal en el suelo donde predomina esta especie. Seguramente tal
caracteristica constituye un factor limitante para la existencia de las otras especies de mangle
(Trejo-Torres et al. 1993; Jiménez-Bueno 1994; Sanchez-Argielles 1994). Todo esto puede tener
repercusiones en el crecimiento de las distintas especies de mangles que podrian mostrar distinto
patrén de crecimiento en la estacion seca y lluviosa. Y, ademads, ambas especies expuestas a
concentraciones salinas estacionales (Laguncularia y Rhizophora) deberan ser suficientemente
plasticas para adaptarse a esta variabilidad y cambio en sus condiciones ambientales (Nicotra et

al. 2010).
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3.2. Evaluar las respuestas fisiologicas a la salinidad creciente del suelo del

manglar

3.2.1 Supervivencia de propagulos de L. racemosay A. germinans en diferentes

concentraciones de salinidad.

El océano tiene aproximadamente una concentraciéon de sal de 35 g/L, que varia
dependiendo las mareas, la evaporacién y la entrada de agua dulce, pero en general la
concentracion de sal llega a un 86% de NaCl (Ball 1996), lo cual implica que las especies del
manglar tienen mecanismos de evasion y tolerancia para poder sobrevivir en sus estados mas

sensibles (como pueden ser los estadios iniciales) a la salinidad (Krauss et al. 2008).

A continuacién, se muestra el porcentaje de mortalidad (Fig. 4A), las longitudes de los
propagulos y raiz principal (Fig. 4C) de las especies A. germinansy L. racemosa del experimento de

salinidad en condiciones semi-controladas (ver mas detalles en Materiales y Métodos).
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Figura 4. Porcentaje de mortalidad de A. germinans y L. racemosa. Los porcentajes de salinidad (control, 25, 50,
100 y 200%) estan en relacién con la salinidad del agua de mar (A). Propagulos de A. germinans y L. racemosa
(de izquierda a derecha respectivamente) (B). Longitud de propagulos y de la rafz principal. Media + SE
(n=15). Las diferentes letras indican diferencias significativas o = 0.05 tras realizar el test post hoc SNK en
cada una de las especies y cada uno de los pardmetros.

En las distintas concentraciones de salinidad L. racemosa es la especie que presenta mayor
porcentaje de mortalidad sobre todo en las concentraciones del 0, 100 y 200%, teniendo menor
porcentaje de mortalidad en la concentracién del 25%, indicindonos que es una especie que

necesita una determinada concentracion de salinidad para su sobrevivencia, es decir su estrategia
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vital esta ligada a la salinidad. Segin las definiciones de Wang et al. (2011), esta especie sera
haléfita estricta (al menos en su primera fase de crecimiento, durante la germinacién), pero con
concentraciones de sal de menores a la salinidad del mar. Esto coincide con el hecho de
producciéon de semillas. Es decir, aunque esta especie presenta producciéon de semillas y
germinacion de éstas durante todo el afo, es en la estacion lluviosa cuando la especie presenta
mayores tasas de germinacion (observacion personal). Ademas, basindonos en su distribucion
en el manglar, estd descrito que los requerimientos salinos de esta especie son de bajas

concentraciones (Weishaupl 1981).

Por otro lado, A. germinans mostré su mayor mortalidad en la concentracion del 200%,
seguida por la del 50 y 0%, teniendo mayor porcentaje de sobrevivencia en las concentraciones
del 25 y 100%, aun teniendo mortalidad en las otras concentraciones. Estos resultados indican
que A. germinans es una especie que puede tolerar mayor porcentaje de salinidad en comparacion
a L. racemosa, lo cual coincide con su distribucién en el bosque de mangle, mas expuesta a la
salinidad. Nuestros datos también indican que esta especie es hal6fita estricta, al menos es sus

primeras fases de germinacion.

Tras el experimento de germinacion, se seleccionaron los propagalos que sobrevivieron
para evaluar su crecimiento a diferentes concentraciones de salinidad (ver mas detalles en
materiales y métodos). Los resultados mostraron que las diferentes concentraciones de salinidad
afectaron en el desarrollo del propagulo y raices de las distintas especies del manglar a salinidad
en porcentajes mayores al 50% (Fig. 4B). La Figura 4C nos muestra que A. germinans tavo mejor
desarrollo de propagulo con 25 mm y raiz principal con 13 mm en la concentraciéon del 25%.
Mientras L. racemosa tuvo su mayor longitud de propagulo con 28 mm y raiz principal 10 mm en
la concentracion del 0%, seguida por la del 50%. Laguncularia racemosa y A. germinans no
presentaron rafz en concentraciones del 200%. Parece indicar que L. racemosa cambie su estrategia
frente a la salinidad una vez germinada, pasando a ser hal6fita facultativa, ya que crece mas en
condiciones sin sal. El cambio de estrategia de las especies en sus diferentes estadios
(germinacién, vegetativo y reproductivo), ha sido descrito para diversas especies hal6fitos
(Debez et al. 2004), y también para las especies del manglar, en las que se concluyé que la
salinidad optima varfa con la edad de la plantula (Kutchings and Saenger 1987). En resumen,
Avicennia germinans sobrevive y crece bien a concentraciones medias de salinidad, tal y como se

ha descrito en otros trabajos (Dangremound et al. 2015).
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Por otro lado, se analiz6 el crecimiento en diferentes 6rganos (hojas, tallo y raiz; Tabla

1) y el reparto de biomasa (Fig. 5) tanto en L. racemosa 'y A. germinans a diferentes concentraciones

de salinidad.

En general, se obtuvo poco incremento (longitud y peso seco) de los diferentes 6rganos
y, ademas, la respuesta fue diferencial en ambas especies (Tabla 1). Es de destacar, el crecimiento
del tallo de 1.1 cm en L. racemosa a la concentracion de 0.5 respecto la salinidad marina y su nulo
crecimiento a concentracion de la salinidad del mar, lo que coincide con los resultados obtenidos
en el apartado anterior. Ademds, se obtuvo un aumento en el peso seco de la raiz y del peso
fresco (datos no mostrados), en ambas especies en todos los tratamientos. Esto tiene sentido, ya
que se encontraban en el estadio vegetativo de plantula, y sus recursos estarfan encaminados en
dedicarlos a aumentar el sistema radicular. Ademas, Komiyana et al. (2007) describié que las
especies de manglar acumulan grandes cantidades de su biomasa en las raices, comparado con la
acumulacién de biomasa area en individuos adultos.
Tabla 1. Incremento promedio del crecimiento (tanto en longitud como en peso) durante el experimento en
condiciones semi-controladas en las especies del manglar L. racemosa y A. germinans (n=8). El incremento se ha

calculado como la resta promedio de los valores en el dfa 21 menos los valores al inicio del experimento. Los colores
en la tabla indican si ha habido incremento (verde) o no (azul).

A longitud (21 dias)(cm) A Peso Seco (21 dias)(g)(*100)
Laguncularia racemosa
Salinidad 0 0.5 1 0 0.5 1
(relat.)

Raiz 0 0.9 1.0 0.5 0.7 0.52
Tallo 0.8 1.1 0 0.2 0.0 -0.1
Hojas - e 0.3 0.0 0.5

Avicennia germinans
Salinidad 0 0.5 1 0 0.5 1
(relat.)

Raiz 1.0 0.9 0.0 0.48 0.68 0.25
Tallo 0.0 -0.2 0.0 0.0 0.23 0.21
Hojas - - e 0.3 0.0 0.4

La evaluacién del reparto de biomasa en hojas, tallo y raices en los estadios vegetativos
de las plantas puede ser fundamental, ya que esta influenciado por la forma de crecimiento, el

tamafo de la planta, su historia y su competicién con el resto de individuos (Poorter et al. 2011).
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Es por ello, que la Figura 5 muestra el reparto de biomasa (MF) de raiz, tallo y hojas (LMF) a un

gradiente de salinidad creciente. Como se puede observar las hojas son las que presentaron

mayor cantidad de biomasa, seguida por el tallo y por dltimo la rafz, con un peso seco del

6rgano/peso total de 0.6, 0.3 y 0.1 g respectivamente en ambas especies. A pesar de haber sido

sometidas a tratamientos con sal, en los tres tratamientos (100, 50 y 0%), no se ve efecto directo

de la salinidad en la distribucion de la biomasa de las especies. El estudio meta-analitico realizado

por Poorter et al. (2011), muestra que, aunque la salinidad influya negativamente en la

fotosintesis y en la transpiracioén de las especies, apenas tiene efecto en el reparto de biomasa.
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Figura 5. Distribucién de biomasa, representado como fraccién de masa, calculado como el peso seco del érgano
entre el peso total (g g), en diferentes drganos vegetales en tratamientos de salinidad del 100, 50 y 0%, para las
especies de L. racemosa (A) 'y A. germinans (B). Media = SE (n=8). Tras realizar una ANOVA no se obtuvieron
diferencias significativas entre el crecimiento a diferentes salinidades y en diferentes 6rganos.

En la tabla 2, se ha determinado el indice de plasticidad fenotipica (PI), como la divisiéon

entre el valor mas alto entre el valor mas bajo para un rasgo funcional o parametro vegetal

(Valladares et al. 20006). Los PI obtenidos para la fracciéon de masa foliar (LMF) son iguales en

ambas especies y ademas se asemejan al obtenido por Poorter et al. (2011), lo cual indica que las

PI de estas dos especies es igual ante la salinidad creciente, y ademas que las especies tienen

capacidad de adaptacién fenoldgica a las condiciones ambientales. Este trabajo se ha realizado

en 21 dias, por lo que, al tratarse de especies arboreas lefiosas, se propone un futuro estudio a

largo plazo como necesario para poder evaluar el reparto de biomasa y el crecimiento en las

especies del manglar a diferentes concentraciones salinas.
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Tabla 2. indice de plasticidad al factor ambiental de la salinidad del rasgo de fraccién de masa foliar (LMF)
calculado el dia 14 del experimento (grados de libertad=23). El indice de plasticidad se define como el mayor valor
fenotipico entre el menor valor fenotipico en la respuesta de las especies al gradiente de salinidad. Se ha afiadido el
valor calculado por Poorter et al. (2011) para este rasgo mediante meta-andlisis.

Indice de plasticidad Laguncularia racemosa Avicennia germinans
LMF ‘ 1.23 1.23
LMF (Poorter et al. 2011) ‘ 1.00

3.2.2. Respuesta fotosintética de L. racemosa y R. mangle a un gradiente de

salinidad

Se considera que el fotosistema II desempefia un papel clave en la respuesta de la
fotosintesis al estrés ambiental (como puede ser el caso de la salinidad) y la induccion de la curva
de la fluorescencia, la curva OJIP, es un método para investigar los eventos que ocurren en el
fotosistema II (PSII). Esta técnica permite la evaluacion 7z vivo del rendimiento de la planta en
términos de parametros biofisicos que cuantifican la conservacion de la energfa fotosintética
(Strasser et al. 2000, 2004). La induccién de fluorescencia variable relativa (Fig. 6) no mostré
diferencias entre los tratamientos de salinidad en la especie L. racemosa (Fig. 6A). Su respuesta es
similar en las diferentes concentraciones de sal, lo cual indica que su aparato fotosintético no se
ve afectado por la salinidad, aunque si su crecimiento (resultados apartado 3.2.1). Se analizaron
también los parametros derivados de la curva (Fig. 7, Anexo I). En la figura 7 se observa que la
especie L. racemosa (A) muestra valores de TRo/RC y ABS/RC mas altos en valotres obtenidos
en muestras que estuvieron en 50% de salinidad, que las muestras control. Por otro lado, el
parametro ABS/RC fue mas bajo a salinidad del 100%. Es de destacar, el parametro Pi_abs, que
es un parametro que integra la densidad de los centros de reaccion por PSII, la maxima eficiencia
del PSII y el transporte de electrones en el PSII (Strasser et al. 2000), que disminuy6 ligeramente
en la salinidad al 100 % (si bien esta disminucién no fue significativa). Por lo que L. racemosa
presento eficacia similar en la conservacion de la energia desde los fotones absorbidos hasta su
reduccion en la cadena transportadora de electrones. Se ha descrito que las tasas fotosintéticas
de las especies del manglar se sitdan en torno a 20 mmol CO, m™s™ en condiciones favorables
(Naidoo et al. 2002). Esta tasa a concentraciones salinas altas se ve restringida por las limitaciones
estomaticas y no estomaticas (eg. bioquimicas) (Munns 2002), resultando en dafios al PSII. En
este trabajo, se ha demostrado que L. racemosa no presentd dafios bioquimicos tal y como

muestran los resultados del analisis de la curva de induccién de la clorofila. Este resultado esta
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en concordancia con los realizados por Ball (1999), en los que no se observé dano bioquimico
en las especies de Avicennia marina'y A. germinans, pero la reduccion en la tasa fotosintética resultd

en una mayor tasa fotorespiratoria (Sobrado and Ball 1999).

Laguncularia racemosa Rhizophora mangle

A B
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Figura 6. Efecto de la salinidad en la curva de induccién de la fluorescencia de la clorofila a (OJIP) en hojas
adaptadas en oscuridad en plantas de L. racemosa 'y R. mangle bajo diferentes tratamientos de salinidad 100, 50 y 0%.
Cada curva esta expresada en escala logaritmica (de 40us a 1s). Las medidas fueron realizadas en hoja de 3 plantas
por tratamiento para cada especie.
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Figura 7. Grafico “spider-plot” que muestra el efecto de salinidad en concentraciones del 100, 50 y 0% sobre los
principales parametros derivados de la curva de OJIP (n=3). Ver mas detalles sobre los parametros en el Anexo I
de esta tesis. Los datos han sido estandarizados respecto al control (=1).

Los resultados obtenidos en R. mangle muestran diferencias en el funcionamiento de su
aparato fotosintético en los diferentes tratamientos. Por un lado, se observa un claro efecto de
la salinidad (Fig. 6B), como el indicado por la amplitud de la fase (J-P), sin embargo, en la
salinidad del 100%, esta especie presenta valores de Fm menores (fase P de la curva OJIP) que
en las otras salinidades. Esto se ve representado en los valores de Phi_Po (Fig. 7B), que son mas
altos con 100 % de salinidad. Esto indica que esta especie es mas eficiente en la absorcion de los
fotones en el RC y su uso posterior en la fotosintesis, sin embargo, como muestra el parametro
integrado Pi_Abs, también se observa una disminucion significativa al 100%. Esto indica que el
rendimiento potencial en la conservacion de energia de los fotones absorbidos en el PSII y su
posterior transporte de electrones esta afectado. Es decir, aunque presente eficiencias
fotosintéticas mayores a 100% de salinidad, su aparato fotosintético se satura antes en esta
concentracién. Todo esto implica que la especie mas afectada por la salinidad fue R. mangle en
comparacion a L. racemosa. A pesar de que es la especie que se encuentra con mayor influencia
de las mareas y con ello de salinidad (tal y como se ha descrito en la Fig. 3). Por lo que esta

especie no debe ser considerada haléfita estricta al menos en la fase de propagulo.
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3.3. Efecto combinado de los estreses de luz y salinidad en la respuesta de las

hojas en las especies del manglar

El ambiente salino y la gran radiacién de las latitudes tropicales hacen que evitar la
fotoinhibiciéon sea un desaffo particular para los manglares (Bjorkman et al. 1988). En
consecuencia, los manglares presentan baja conductancia estomatica, y saturaciéon de la
fotosintesis a baja irradiancia (=40% de tasa de saturacion: Krauss et al. 2006). De hecho, los
manglares se han descrito intrinsecamente como intolerantes a la luz debido a su alto coste
fisiolégico de mantener su funcionamiento en suelos inundados salinos (Dangremond et al.
2015). Ia medicion de la fluorescencia de las clorofilas permite inferir la eficiencia cuantica del
PSII, y detectar posibles dafios producidos en las plantas en situaciones de estrés por exceso de
radiaciéon (Demmig-Adams and Adams 1992), y en nuestro caso, por el efecto combinado de
radiacion y salinidad. Es por ello que, en primer lugar, se evalu6 la capacidad fotosintética de los
propagulos de Rhizophora mangle, ya que estos propagulos son de color verde, por lo que nos
preguntamos si son capaces de realizar fotosintesis, y si lo son, si presentan sintomas de
fotoihnibicién (Fig. 8). Los datos que muestra la figura 8 nos indica que los propagulos de R.
mangle no solo contienen clorofila, sino que son activos fotosintéticamente. Esta actividad
fotosintética del propagulo puede contribuir a producir esqueletos carbonados a partir de la
fotosintesis durante el tiempo que transcurre desde el momento que se separa del arbol
progenitor hasta que logra enraizar y desarrollar nuevas hojas. Este caracter, puede ser propio
de otras especies viviparas, y haber sido seleccionado como una ventaja adaptativa, si bien en
mangles este caracter parece haber evolucionado de manera independiente al de la tolerancia a

la salinidad (Shi et al. 2005).
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Figura 8. Méxima eficiencia fotoquimica (Fv/Fm) en propigulos de Rhizophora mangle tras sometetles a una
irradiancia de 300 pmoles m?s! y previo al tratamiento con luz (oscuridad). El asterisco indica diferencias
significativas entre los dos tratamientos tras un analisis de la varianza (n=7%E.S.).

Como segunda aproximacion al efecto combinado de radiacion y salinidad en especies
del manglar, se evalu6 la respuesta de las hojas de sol y sombra en condiciones de campo en la
estacion mas favorable (lluviosa). I.a maxima eficiencia fotoquimica, indicada por el parametro
Fv/Fm, resulté mas alta en hojas de sombras, en las tres especies alcanzando valores supetiores
a 0.80. En hojas de sol las especies los valores oscilan entre el 0.74 y 0.77, siendo L. racemosa la
que presenta el dato con menor valor (Fig. 9A). A pesar de que L. racemosa es la especie que esta
sometida a concentraciones mayores de salinidad, no se obtuvieron diferencias entre las especies.
Es de destacar, que las mediciones se realizaron en la estacion lluviosa, la estacion mas favorable,
por la presencia de mayores precipitaciones y con ello menor radiacion solar. La disminucion en
los valores de Fv/Fm se debe probablemente a procesos de protecciéon de disipacion calorifica

(Potter et al. 2004).

El pardmetro de drea por masa foliar (LMA; g m™ hoja) indica la inversion de materia seca
foliar por area (interceptora de radiaciéon), y estd descrito como un caracter funcional
fundamental que se relaciona con la productividad (Wright et al. 2004). En los valores de LMA
de las hojas de sombra en las tres especies presentaron menores valores en comparacion a las
hojas de sol, lo que indica un menor grosor o tejidos menos densos que las hojas de sol. L.
racemosa presenta mayor valor y R. mangle el de menor valor, lo que indica que en R. mangle, 1a
especie que tiene hojas de mayor tamafo de las tres estudiadas, las hojas son mas delgadas y

ligeras (Fig. 9B). Se ha descrito que existe un “trade-off” entre fotosintesis y el LMA (Wright et
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al. 2004), de manera que las hojas con mayores valores de LMA, presentan una reduccion de la
difusién de COzen el mesoéfilo, lo que implica menores tasas fotosintéticas (Flexas et al. 2014;
Onoda et al. 2017; Peguero-Pina et al. 2017). Por lo que, las especies de sol presentan una
estrategia mas conservadora, con probablemente menores tasas fotosintéticas que las hojas de
sombra, ya que la fotosintesis podtia estar limitada por la conductancia y por la estrategia de

conservacion de agua a nivel foliar (Lambers et al. 1998).
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Figura 9. Maxima eficiencia fotoquimica (Fv/Fm) en hojas de sol y sombra (A). LMA, peso de la hoja por drea
(B). En A. germinans, L. racemosa y R. mangle. Datos de época lluviosa (n=5%E.S). La flecha en la base de las figuras
indica el gradiente teérico de la salinidad esperado para cada una de las especies. El asterisco muestra diferencias

significativas entre hojas de sol y hojas de sombra (a=0.05) tras realizar una t-student.

Las diferencias morfologicas (cambios LMA) (Fig.9B) y fisiologicas (cambios del
parametro Fv/Fm) (Fig.9A) puede que conlleven diferencias metabdlicas importantes entre los
dos tipos de hojas, por eso, se analizé la respuesta fotoprotectora comparando hojas de sol y
hojas de sombra en la estacion lluviosa (mas favorable) en las tres especies. Si las hojas de sol y
sombra presentan diferentes tasas fotosintéticas asociado a su morfologia, y ademas
influenciadas por el gradiente salinidad, es de esperar que presenten mayores compuestos de
fotoproteccién. Nuestros datos mostraron que el contenido del cociente clorofila a entre
clorofila b (Chl a/b; Fig.10B) es menor en las hojas de sol que en las hojas de sombra en las tres

especies. Esto se debe a la composicién del aparato fotosintético. Es decir, la clorofila « esta
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presente en los centros de reaccion y en las antenas de ambos fotosistemas, mientras que la
clorofila 4 esta restricta a las antenas (Croce 2013). Esto cobra sentido, ya que las hojas adaptan
el tamafio de la antena a la radiacién absorbida, mostrando las hojas de sol antenas de tamafio
pequeno (y por lo tanto menos clorofila b) (Esteban et al. 2014). En un estudio reciente, la alta
irradiacion aumento los contenidos totales de las xantofilas (Esteban et al. 2014), como se ve en
este trabajo. El contenido de VAZ (Fig. 10C) fue mayor en las hojas de sol en comparaciéon con
las hojas de sombra, siendo A. germinans la especie con mayor contenido, seguido por R. mangle,
estos resultados confirman que ambas especies son las que estan expuestas a mayor radiacion
solar y el ciclo VAZ actia como un mecanismo de fotoprotecciéon regulando la eficiencia
transformadora de la energia luminosa en quimica (Demmig-Adams and Adams 1992) disipando
el exceso de altas intensidades luminicas en calor. Los demas compuestos fotoprotectores no
mostraron grandes cambios, lo cual se puede deber a que la estrategia de las especies no estuviese
enfocada en un aumento los compuestos de fotoproteccion, sino en un aumento del consumo
de electrones en la fotorespiratoria (Sobrado and Ball 1999). Sin embargo, puede ser los cambios
en los pigmentos y la respuesta de estos a la salinidad estuvieran atenuados, debido a la estacién
de lluviosa. Es por ello, que se realizé un analisis de la respuesta de los pigmentos del ciclo de
las xantofilas en hojas de sol en la estacion seca (Fig. 11). Esta figura muestra que el contenido
de xantofilas (VAZ/Chl) es el menor en las especies de C. erectus y L. racemosa con 27 mmol mol
' Chly los que contienen mayor concentracion son R. mangle, seguido pot A. germinans con 57 y
56 mmol mol" Chl respectivamente. El aumento de los pigmentos de xantofilas puede estar

relacionado con ese aumento de salinidad.
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Figura 10. Contenido de pigmentos fotosintéticos presentes en hojas de las especies A. germinans, L.
racemosay R. mangle (n=5 £ E.S): Clorofila a+b (Chl a+b; A); Clorofila a/b (Chl a/b; B); Violaxantina-Anteraxantina-
Zeaxantina (VAZ/Chl a+b; C); Luteina (I/ Chl a+b; D); B-caroteno (B-car Chl a+b; E) y Neoxantina (N/Chl
a+b; A). La flecha en la base de las figuras indica el gradiente teérico de la salinidad esperado para cada una de las
especies. Dentro de cada panel se muestra el analisis de la varianza (ANOVA) de doble via, considerando la luz (L;

sol, sombra) y la salinidad (S; dependiendo la posicién del estero) como factores fijos. ns= no significante; *<0.05.
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Figura 11. Contenido del contenido de xantofilas (VAZ/Chl; mmol mol-1Chl) en las diferentes especies de manglar
de la IJV) en la estacién seca. Las diferentes letras indican diferencias significativas o = 0.05 tras realizar el test
post hoc SNK en cada una de las especies y cada uno de los parametros.

Las curvas de fluorescencia y los parametros derivados mostraron que R. mangle fue la
especie mas afectada por la salinidad creciente debido a la pérdida de capacidad fotosintética a
alta salinidad (Figs. 6 y 7). Esto concuerda con los resultados de campo, donde la activacién de
los mecanismos de fotoproteccion es diferente en cada una de las especies, siendo R. mangle, la
especie en la que mayor concentracion de pigmentos VAZ se encontré. Estos resultados indican
que la salinidad afecta a la capacidad de respuesta fenotipica de las especies del bosque de mangle
de manera diferencial, siendo R. mangle 1a especie mas sensible a la salinidad. Ademas, apoyan la
hipétesis de la naturaleza haldfita facultativa de las especies arbdreas que componen los
manglares (Krauss and Ball 2013) y que, por tanto, la salinidad no es requisito para el desarrollo

de estas especies.
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Figura 12. Contenido de tocoferoles en hojas de sol y sombra en época lluviosa en A. germinans, L. racemosa y R.

mangle (n=5% E.S): a-tocoferol (o-toc; Fig. 8A) y y-tocoferol (y-toc; Fig. 8B). La flecha en la base de las figuras
indica el gradiente tedrico de la salinidad esperado para cada una de las especies. . Dentro de cada panel se muestra
el analisis de la varianza (ANOVA) de doble via, considerando la luz (I; sol, sombra) y la salinidad (S; dependiendo
la posicién del estero) como factores fijos. ns= no significante; *<0.05; **<0.01; ***<0.0001.

Por dltimo, se analizaron los tocoferoles de las especies A. germinans, L. racemosa y R.
mangle en hojas de sol y sombra en la época de lluvias. Los contenidos de tocoferoles difieren
entre las especies como se puede observar en la figura 8A, siendo el contenido de a-tocoferol
mayor en hojas de sol en Rhizophora mangle, y en hojas de sombra de A. germinans. Esto puede
deberse a que R. mangle sufre un mayor estrés osmotico en hojas de sol al tener mayor
transpiracion por la luz directa solar y quedar asi concentradas las sales de la xilema. Es destacable
los altos contenidos de y-tocoferol de R. angle en hojas de sol, lo que puede ser un mecanismo
de respuesta frente al estrés salino, consecuencia de la estrategia frente a la salinidad de esta
especie, lo que le obliga a acumular mayor cantidad de sal en sus hojas. Por lo que, el tocoferol
es una defensa importante de Rhizophora mangle trente a los estreses del manglar, ya que se ha
descrito que las especies tienen diferentes estrategias para evitar la fotoinhibiciéon (Christian
2005). Otro ejemplo es A. germinans, que aumenta su reflectancia en las hojas, y se describira con

detalle en esta tesis en un capitulo posterior.
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4. CONCLUSION

El manglar es uno de los ecosistemas mas productivos y amenazados del planeta. A pesar
de su gran productividad e importancia econdémica, mas del 35% de los manglares han sido
destruidos. Las especies arboreas del manglar se distribuyen frecuentemente en bandas zonales,
tal y como demuestran nuestros resultados. Las especies estudiadas aqui toleran la salinidad con
gran plasticidad, pero cada una de las especies responde de forma diferencial con atributos
fisiologicos inter-especificos, que ademas cambian dependiendo el estadio de desarrollo de las
especies, asi como su naturaleza haldfita estricta o facultativa. Asi, L. racemosa muestra una
estrategia halofita estricta en las primeras fases de crecimiento durante la germinacion, pero con
concentraciones de sal de menores a la salinidad del mar. Una vez germinada, pasa a ser hal6fita
facultativa, ya que crece mejor en condiciones sin sal. Por otro lado, se ha visto que A. germinans
es una especie que puede tolerar mayor porcentaje de salinidad en comparacion a L. racemosa.
Ademas, se ha descrito que, aunque la salinidad influya negativamente en la fotosintesis, apenas
tiene efecto en el reparto de biomasa. En general, nuestros resultados indican que la salinidad
afecta a la capacidad de respuesta fenotipica de las especies del bosque de mangle de manera
diferencial, siendo R. mangle la especie mas sensible a la salinidad. Una adaptacion plastica de K.
mangle se basa en el ajuste de los contenidos de y-tocoferol. Ademas, apoyan la hipétesis de la
naturaleza halofita facultativa de las especies arboreas que componen los manglares (Krauss and
Ball 2013) y que, por tanto, la salinidad no es requisito para el desarrollo de estas especies. Por
ultimo, este estudio destaca la importancia del estudio de las respuestas y plasticidad de las
especies arboreas del manglar a la salinidad, por su importancia en el desarrollo de la estructura

del bosque y al funcionamiento de todo el ecosistema.
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MORFOLOGIA DEL GENERO
RHIZOPHORA






Morfofisiologia del Género Rhizophora

1. INTRODUCCION

En el continente americano existen aproximadamente 10 especies de arboles de manglar
(Field 1995), estas especies pertenecen a las familias Avicenniaceae, Combretaceae, Pteridaceae

y Rhizophoraceae.

Su funcién principal es la de estabilizar sustrato recién colonizado y areas someras de las
costas en lugar de expandirse hacia tierras mar afuera (Bossi and Cintron 1989). De hecho, su
funcioén al ser un ecosistema dominado por especies lefiosas, en Nicaragua representan una gran
fuente de recursos econémicos para las poblaciones locales donde las especies mas afectadas por

la tala son las especies del género Rhizophora.

Nicaragua por su posicion geografica posee manglares en sus dos costas, siendo siete
especies arboreas las que predominan: Laguncularia racemosa (L.) C.F. Gaerth. (mangle blanco),
Avicennia germinans (L.) L., Avicennia bicolor Stand]. (palo de sal), Conocarpus erectus L. (botoncillo),

Rhbizophora mangle 1., Rhizophora harrisonii Leechm., y Rhizophora racemosa G. Mey, (mangle colorado)
(Fig. 1).

Figura. 1. Especies arboreas del manglar presentes en las costas de Nicaragua, (A) Laguncularia racemosa, (B)
Avicennia germinans, (C) Avicennia bicolor, (D) Conocarpus erectus, (E) Rhizophora mangle, (F) Rhizophora harrisonii y (G)
Rhizophora racemosa.
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A nivel mundial en el género Rhizophora se agrupan nueve especies (Tomlinson 1999),
este género esta distribuido desde México hasta Ecuador, en el Caribe y en las costas de Brasil,
(Fig.2), en Nicaragua podemos encontrar las especies R. mangle, R. racemosa 'y R. harrisoniz, donde

R. mangle domina en distribuciéon ampliamente sobre las otras dos.

R.mangle
(Pacific)

R.mangle
(Caribbean/ Atlantic)

|

0 Outlier Pacific
populations of 7.
mangle

(= R. samoensis) v

v R. harrisonii/ R. racemosa
R. harrisonii/ R. racemosa (Caribbean/ Atlantic)
(Pacific)

Figura. 2. Distribucién geografica del género Rhizophora, en América tomado de Cerén —Souza et al. (2010).
Adaptado de Duke and Allen (20006). R. mangle tiene una amplia distribucion geografica (gris claro), que abarca el
Atlantico y zonas costeras del Pacifico, en ambos lados del istmo centroamericano. R. racemosay R. harrisonii tienen
una distribucién restringida (gris oscuro), donde se superpone con R. mangle. Los simbolos correspondientes para
cada especie son R. mangle circulo, R. harrisonii triangulo y R. racemosa cuadro.

La descripcion fenotipica generalizada para las especies R. mangle, R. harrisonnii y R
racemosa, nombrados cominmente como mangles colorados, es que estas especies se caracterizan
port ser arboles o arbustos de tierra litorales con numerosas raices tipo aéreas, descendiendo de
las ramas (Stevens et al. 2001). La altura de los arboles en este tipo de bosque oscila desde los 5-
20 m de altura. Estas especies son viviparas, lo que significa que la germinacion ocurre cuando
el embrion se encuentra todavia dentro del fruto y prendido del arbol progenitor (Sussex 1975),

llamandose propagulo al fruto con radicula.

Rhizophora mangle, es comun en pantanos costeros salobres y esta distribuido en ambas
costas; de México hasta Ecuador en la costa pacifica y desde Estados Unidos (Florida) hasta el
sur de Brasil en la costa atlantica, también en Africa. (Stevens et al. 2001); es considerado el mas

tolerante a la sal de las tres especies (Jiménez 1987; Smith 1992).
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Rhizophora harrisoniz, esta especie es rara en manglares de la costa pacifica, se encuentra en
Nicaragua hasta Ecuador en el Pacifico y desde el Caribe hasta las Guayanas. La posicion de R.
harrisonii es morfologica y ecologicamente intermedia ente R. mangle y R. racemosa, 1o que hace

suponer su origen hibrido (Phral 1984).

Rhizophora racemosa no se ha diferenciado claramente de R. harrisonii. Es una especie rara
en manglares costeros, en sitios salobres. Rhizophora racemosa es una especie que la encontramos
tierra adentro en los litorales del Pacifico de Nicaragua y Ecuador y desde el Caribe hasta Brasil
(Maranhio). "Mangle rojo" (Stevens et al 2001). R. racemosa y R. harrisonii normalmente se
encuentra en posicion superior y de menor salinidad en la intermareal (Savory 1953; Smith 1992;

Afzal-Ratii et al. 1999; Duke et al. 2002; Duke and Allen 2000).

Las caracteristicas morfologicas que permiten diferenciar a R. harrisonii de R. racemosa se
asocian con la longitud y ancho de la inflorescencia, el nimero de flores, pero sobre todo por
los diferentes nimeros ramificaciones que presentan entre las tres especies. Segun Jiménez
(1994), sin embargo, estas caracteristicas son elementos genéticamente muy plasticos. En el
campo es posible distinguir inflorescencia y hojas con las caracteristicas de estos tipos, pero es
mas frecuente aun encontrar inflorescencia y hojas con una marcada mezcla de estas
caracteristicas, incluso en un mismo arbol. La ausencia de una clara diferenciacién en las

caracteristicas diagnosticas de estas especies hace muy dificil su separacion en el campo.

Al encontrar que las tres especies del género Rhizgphora presentan en principio
caracteristicas fenotipicas similares, las cuales hacen dificil su separacién como especie, el
objetivo propuesto para este trabajo es el de diferenciar morfofisiolégicamente las tres especies
del género Rhizophora, 1o cual puede tener importancia para futuros disefios de estrategias de

conservacion del mangle colorado presente en las costas del Pacifico.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Material Vegetal y lugar de estudio.

El estudio se realiz6 con datos fenotipicos y material vegetal del género Rbhizophora
presente en la Reserva Isla Juan Venado (Nicaragua) ubicada a los 13° 66" y 13°56” de Latitud
Norte y entre 49° 80°00” y 51° 33" 00”" de Longitud Oeste (MARENA 2002).

2.2. Disefio Experimental

El disefio experimental fue el siguiente: se realizé una comparacion morfolégica de las
especies tomando datos morfoldgicos de 99 arboles muestreados a lo largo de la isla, por otro
lado, se hizo un recuento de lenticelas y también se realiz6 la medida de reflectancia con muestras
de 5 arboles por especies. Ademas, para las medidas de fluorescencia y la transparencia del dosel

se utilizaron 20 arboles.
2.2.1 Transparencia del Dosel

Se obtuvieron datos de informacién cuantitativa del porcentaje de radiacién solar de las
20 plantas seleccionadas. A través de la realizacién de fotografias hemisféricas mediante uso de
la camara con un objetivo ojo de pez acoplado y su analisis mediante el Software Canopy Gap

Light Analizer (GLA) Version 2.0 (Frazer et al. 1999).
2.2.2 Morfologia Vegetal

Los datos fenotipicos se obtuvieron de 99 arboles en total a partir de los 11 puntos de
muestreos que se realizaron a lo largo de la isla, se georeferenciaron los puntos muestreados y
los arboles seleccionados; las caracteristicas fenotipica tomadas fueron: altura total del arbol,
altura de la rafz fdlcrea principal, medida del tronco (DAP), longitud total y anchura de la hoja,
longitud del peciolo, numero de lenticelas presente en la hoja, largo total de la inflorescencia,

namero de ramificaciones en la inflorescencia y longitud del pedunculo floral.

El recuento de lenticelas se realizé en el envés de hojas de las tres especies. Debido a las
grandes diferencias en densidad de lenticelas el sistema de contaje se adecu6 a cada especie de la
siguiente manera. Para R. mangle se contaron las lenticelas presentes. En una superficie de 1cm®
en R. harrisonii y en R. racemosa en una superficie de 2 cm’. Para cada especie se realizé la densidad

de lenticelas en 5 hojas.
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2.2.3 Fluorescencia de la clorofila

Los valores para la maxima eficiencia fotoquimica del PSII (Fv/Fm) se obtuvieron de 10
individuos de R. mangle y 10 de R. harrisonii. Estas hojas se recolectaron siempre en el segundo
verticilo de cada rama para asegurarse de que se trataba de hojas completamente desarrolladas,
se cubrieron con papel de aluminio y se mantuvieron en oscuridad por un tiempo minimo de 30
minutos. Transcurrido el tiempo en oscuridad se tomaron 3 datos de Fv/Fm a lo largo de la hoja
con un flourimetro PSI Modelo Flourpen FP 100 (Photon System Intrument, Brno, Republica

Checa).
2.2.4 Medida de pigmentos
Extraccion.

La extraccion de pigmentos para las especies R. mangle, R. harrisonii y R. racemosa se realizod
a partir de material vegetal obtenido de las hojas que previamente se habia medido Fv/Fm. Los
discos foliares se seleccionaron al menos de 5 arboles de cada especie. Se recolectaron teniendo
presente tres variables; (i) de cualquier parte de la hoja, (ii) con y (iii) sin lenticelas. Los discos se
conservaron con silice gel para transportarlos al laboratorio de Fisiologfa Vegetal de la
Universidad del Pais Vasco segin el método de Esteban et al (2010) para realizar la extraccion

de pigmentos.
2.2.5 Analisis de pigmentos

Los espectros de absorcién de cada pigmento se registraron de 250 a 700 nm. La
integraciéon de los cromatogramas se realizo a 445 nm con el software Empower 2000. Los
tiempos de retencién y factores de conversién son los mismos que en Garcfa-Plazaola and
Becerril (2001). Este método permite la separacion de los pigmentos siguientes: neoxantina (N),

violaxantina (V), luteina epdxido (Lx), anteraxantina (A), luteina (L), la zeaxantina (Z), clorofila

b (Chl b), clorofila a (Chl a), a-caroteno (a -cat) y B-caroteno (B-car).

La separacion de pigmentos se realizé por HPLC con una columna de fase reversa C18
(Waters Spherisorb ODS1, 4,6 x 250 mm, Massachusetts, USA.), segun el método de Garcia-
Plazaola and Becerril (1999), con las modificaciones descritas en Garcfa-Plazaola and Becerril

(2001). La temperatura de la columna se mantuvo a 35 °C. Durante el proceso de HPLC las
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muestras se mantuvieron a 4 °C en un compartimento refrigerado. La identificacién y la
cuantificacién se llevaron a cabo con un detector de fotodiodos (PDA). Para cada muestra los
pigmentos se eluyeron siguiendo un siguiente gradiente de solventes (ver detalles en
metodologia). Durante el procesamiento en el HPLC, las muestras se mantuvieron a 4 °C en un

compartimiento refrigerado.
2.2.6 Analisis de Tocoferoles.

La deteccion de Tocoferoles (Toc) se realizé con un detector de fluorescencia Waters 474.

El método utilizado para la separacién tocoferoles, la deteccion y cuantificacion fue el mismo

que en Garcfa-Plazaola and Becerril (1999, 2001).

Los discos foliares se colocaron en tubos eppendorf de 2 mL, incorporando nitrégeno
liquido para congelar completamente los tejidos y asi impedir que la muestra vegetal se siga
degradando, al mismo tiempo facilita la homogenizacién con el homogenizador Tearor 985370
(BioSpec, Bartslesville, USA) del tejido vegetal con acetona al 95% (1500 uL). Se centrifugd a
13.2 rpm en un tiempo de 20 minutos a 4 °C, el sobrenadante se coloc6 en un nuevo tubo
eppendotf; se filtré con filtros de 0.2 um de PTFE (Teknokroma, Barcelona, Espafia) la

extraccion obtenida, colocandose en viales para la separacion de pigmentos.

Se realizé la preparaciéon de dos solventes, solvente A, compuesto por acetonitrilo,

metanol y Tris 0.1 M pH 8 (84:2:14) y el solvente B, metanol y acetato de etilo (68:32).

2.2.7 Reflectancia

Para obtener el porcentaje de reflectancia foliar por especie, se colectaron 60 hojas entre
las tres especies. Por cada especie se seleccionaron 5 arboles y de cada arbol se colectaron 4 hojas
(20 hojas por cada especie). Las hojas del mismo arbol se colocaron en bolsas ziploc a 100 % de
humedad, se transportaron al laboratorio de Fisiologia Vegetal y se conservaron a 4 °C. A las
hojas se les tomaron 3 medidas de reflectancia siguiendo el protocolo descrito en Esteban et al.
(2008) a lo largo de la hoja con un espectroradiometro (UNISPECTM, FieldSpec UV/NIR
portable spectral system, PP Systems, Amesbury, USA) con un intervalo de 3.3 nm en un rango

de 425 2 475 nm.

132



Morfofisiologia del Género Rhizophora

2.2.8 Estadistica

Se realizaron estadisticas con el paquete estadistico SPSS version 17.0 donde se realizaron

dos test:

1-Calculo del valor de significacién para las correlaciones de los parametros de

caracterizacion fenotipica y morfologica

2-Analisis de Varianzas (ANOVA) para la heterogeneidad de los pigmentos analizados
de las tres especies de Rhizophora, (p<0.05). Antes del analisis ANOVA se comprobaron la
homogeneidad de varianza con el test de Levene y la normalidad de los datos con el test

Kolmogorov-Smirnov. Para los datos no paramétricos se utilizé el test de Kruskal-Wallis.
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3. RESULTADOS

3.1 Comparacion de la Morfologia de las tres Especies

7

3. Comparacién fenotipica de caracteres morfoldgicos entre las especies R. mwangle, R. harrisonii y R. racemosa. Longitud
de la hoja (cm) (A) y Ancho de la hoja (cm) (D) en relacion al largo total de la misma. Longitud del Pedunculo (cm)
(B) y Namero de ramificaciones de Inflorescencia (E) comparados con el largo total de la inflorescencia (cm). Ancho
del tronco (DAP) (cm) (C) y Altura de la rafz principal (m) (F) en comparacién a la altura total del arbol (m).

Como se muestra en la figura 3 se puede observar que las caracteristicas fenotipicas foliares
son caracteres plasticos y que en si no diferencian las tres especies. Comparando la longitud total

de las hojas para las tres especies (Fig. 3 A, D), la maxima longitud es de 20 cm.

Las hojas presentaron un peciolo con longitudes variables que no las agrupan como
especies. En cambio, teniendo en cuenta la caracteristica de anchura de las hojas se puede decir
que R. racemosa, seguido por R. mangle presentan hojas anchas, mientras que R. harrisonii puede
tener hojas angostas o amplias como R. racemosa y R. mangle. Este hecho puede hacer que R.
harrisonii sea clasificado erroneamente como una de las otras dos especies, cuando estos son

clasificados por caracteristicas fenotipicas de las hojas.

A diferencia de las hojas, una caracteristica fenotipica que si se puede tomar en

consideracion para la clasificacion de las tres especies es la inflorescencia. Ese es el caso de la
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longitud de pedinculo floral (Fig. 3B), R. mangle present6 una longitud menor que R. harrisonii
en tanto que R. racemosa uno mayor. El nimero de ramificaciones (Fig. 3E) presente en la
inflorescencia también permitio la distincién entre especies, debido a que R. mwangle present6 de
1-2 ramificaciones, R. harrisonii de 3-5 y R. racemosa de 5-6 ramificaciones, siendo esta

caracteristica de hecho, la principal caracteristica fenotipica para diferenciar las tres especies.

ILa medida del Diametro a la altura del pecho (DAP), es proporcional a la altura total del
arbol (Fig. 3C), donde se puede observar que cuanto mas alto es el arbol presenta un mayor
DAP. Lo mismo se puede atribuir a la altura de la raiz principal (Fig. 3F) ya que por lo general
cuanto mas alto sea el arbol, la raiz tendra una mayor longitud. En el caso de R. mangle estas

relaciones no son tan claras, alcanzando ademas menor altura total que las otras dos especies.

Para la mayoria de los datos morfoldgicos se presentd una correlacion positiva, siendo
para la longitud del pedunculo floral y el ancho de la hoja las caracteristicas que mostraron
diferencias significativas (p<0.05) entre las tres especies. La longitud del peciolo, el DAP y la
longitud de la rafz principal, en cambio solo presentaron diferencias significativas entre R.
harrisonii y R. racemosa. Respecto al nimero de ramificaciones de la inflorescencia solamente R.

harrisonii mostré diferencia significativa con el resto de las especies.
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Figura. 4. Numero de lenticelas por em’ presentes en el
envés de las hojas de las especies R. mangle, R. harrisonii y R.
racemosa. Se muestran las medias = E.S (n25).

Figura. 5. Porcentaje de reflectancia en hojas de las especies de R.

mangle, R. harrisonii y R. racemosa. Los valores son promedios de 20

plantas.

Otra diferencia importante se observo en densidad de lenticelas en el envés de las hojas

(Fig. 4). En R. mangle el nimero de lenticelas por cm” result6 ser el doble en comparacién con
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R. harrisonii y R. racemosa, siendo este ultimo el que presenta menor cantidad de lenticelas. Si bien

no hubo diferencias significativas entre ambas especies (R. harrisonii y R. racemosa) (p>0.05).

El porcentaje de reflectancia para las hojas de las tres especies de mangle colorado (Fig.
5) oscila entre el 10 y 20%, con un maximo en la longitud de onda a 550 nm. De las tres especies

R. harrisonii, es el que refleja mas y R. mangle el que refleja menos.

35 4

HH

2.5 A
@ R. mangle

OR. harrisonii

o
15 R. racemosa

Reflectancia 550/ 680
N
1

Especies

Figura.6. Cocficiente de reflectancia de las longitudes 550/680 en las diferentes especies de mangle colorado.
Cada barra representa los promedios de n=20 * E.S

Analizando el cociente de la reflectancia de 550/680, que muestra la relacién entre el
maximo de reflectancia en el verde y el minimo del rojo, se observa que las hojas de R. mangle
son mas palidas que las de las otras dos especies, o bien que la especie que tiene las hojas mas

verdes es R. racemosa seguida por R. harrisonii.
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Figura 7. Valores de mixima eficiencia fotoquimica del PSII (Fv/Fm) en hojas de R. mangle y R. harrisonnii.
Cada barra representa el promedio de = ES (n=10).

3.2 Fotoproteccion en las especies de Rhizophora

Fv/Fm
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Los valores éptimos para una maxima eficiencia fotoquimica del PSII (Fv/Fm) en un

organismo vegetal son del 0.8. Los valores de Fv/Fm para R. mangle y R. harrisonii estan pot

debajo del 0.7 (Fig. 7), siendo R. harrisonii el que dio valores mas bajos (0.61) en comparacion a

R. mangle (0.68).
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Figura. 8. Contenido de pigmentos fotosintéticos (mmol mol Chl ') presentes en hojas de las especies R. mangle,

R. harrisonii y R. racemosa, (X E.S (n=5)): Neoxantina (N/Chl a+b; A); Luteina (I./ Chl a+b; B); B-caroteno (B-car
Chl a+b; C); Violaxantina+Anteraxantina+Zeaxantina (VAZ/Chl a+b;D)
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Se compard la composicion foliar de pigmentos fotosintéticos en las tres especies. Se
encontraron diferencias en el contenido de N, L, (B—cat) y VAZ (Fig. 8). Entre las especies el
contenido de N para las tres especies fue similar, siendo R. racemosa (30.7 mmol mol Chl ™) el
que tuvo mayor cantidad en comparacion a las otras dos especies (que mostraron cantidades que
oscilaron entre los 28 mmol mol Chl ). Con respecto a L la mayor cantidad que se encontré fue
en R. racemosa, (141.7 mmol mol Chl ) y en menor cantidad en R. harrisonii (129.8 mmol mol
Chl ") y para B-caroteno R. mangle tuvo mayor cantidad (87.9 mmol mol Chl ) seguido por R.
racemosa (87.3 mmol mol Chl ") y el que menor cantidad tuvo fue R. harrisonii (82.2 mmol mol
Chl ). En cambio el contenido de VAZ fue mayor para R. harrisonii (75.2 mmol mol Chl ) y
R. racemosa, (74.4 mmol mol Chl ") y R. mangle (69.1 mmol mol Chl ), las tres especies
presentaron diferentes cantidades en pigmentos en sus hojas (Fig.9), pero estadisticamente esta

diferencia no es significativa (p<<0.05).

Total toc/ (Cl a+b)
451.9+105.0

R. mangle R. harrisonii R. racemosa

(5F) (5
By @y
Ooa
Oa
Total toc/ (Cl a+b)
338.1+23.0 Total toc/ (Cl a+b)

739.1+112.6

B
By
Oa

Figura 9. Contenido total (mmol mol Chl ) y composicién de tocoferoles (8,y,0) en hojas para las especies R.
mangle, R. harrisonii y R. racemosa. Se muestran valores medios £ ES. (n=5)

Los tocoferoles en las hojas de las tres especies de mangle mostraron diferencias tanto en
el contenido como en la proporcion entre los distintos tipos de tocoferoles. La especie que
present6 mayor contenido del total de tocoferoles fue R. racemosa con 739.1 £ 112.6 (mmol mol
Chl ) seguida por R. mangle 451.8+ 105.0 (mmol mol Chl ), la figura nos muestra que para -
toc, Y— toc y a-toc las tres especies tienen diferentes proporciones. Para Y- toc no hubo diferencia
entre R. mangle y R. racemosa, en cambio para 6—toc y a—toc en las tres especies el contenido fue

diferente.
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El contenido de a-toc fue similar para las tres especies R. mangle 67 (mmol mol Chl™), R.

harrisonii 74 (mmol mol Chl™) y R. racemosa 66 (mmol mol Chl"). R. harvisonii al presentar mayor

contenido de a—toc y menor contenido de Y- toc en comparacion a las otras dos especies, hace

que R. harrisonii se diferencie de las otras dos especies a nivel bioquimico.
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Figura. 10. Respuesta al porcentaje de transmitancia del dosel de los parametros indicativos de fotoproteccién en
hojas de Rbizaphora mangle y R. harrisonii, (n>5). Clorofila a en relacién a Clorofila b (Chl a/b; A); Tocoferol/Clorofila
(Toc/Chl; B); Violaxantina+ Anteraxantina+Zeaxantina/Clorofila(a+b) (VAZ/Chl(a+b);C);
Anteraxantina+Zeaxantina/ Violaxantina+Anteraxantina+Zeaxantina (A+7/VAZ; D) ( Clorofila a/b, (B) Toc/Cl,
(C) VAZ/CL, (D) A+Z/VAZ.
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La respuesta de los pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores a la transmitancia del dosel
para las especies R. mangle y R. harrisonii se muestran en la figura 10. Se puede observar que la
cantidad de luz solar que reciben estas especies no afecta en el contenido de los pigmentos

fotosintéticos y fotoprotectores.
4. DISCUSION

El género Rhizophora tiene un alto grado de variacién poblacional como resultado de las
variadas condiciones del ambiente tales como la concentracion salina en el agua y las intensidades

de irradiancia bajo las que las plantas de este género crecen (Salvoza 1930).

De acuerdo con Duke and Allen (2000), todas las especies del género Rhizgphora tienen
formas similares en cuanto a la morfologia del arbol. Esta plasticidad morfolégica que varia de
acuerdo al ambiente en el que el arbol se desarrolle hace que no siempre se puedan distinguir
entre las especies del género. Esto ha resultado en controversias sobre su clasificacion

taxonomica (Breteler 1977; Hou 1960).

Las tres especies de Rhizophora citadas para las costas de América Latina (R. mangle, R.
harrisonii 'y R. racemosa), poseen caracteristicas fenotipicas similares. Estas especies pueden
adaptarse y desarrollarse en una variedad de condiciones: desde rocas hasta depdsitos cenagosos
y desde lugares con agua dulce, la mayor parte del afio, hasta en areas donde la salinidad del suelo
es superior a 21 g/L. (Brinson et al. 1974; Cintron et al. 1985; Lugo 1981). Sin embargo, hay
ciertas diferencias ecologicas entre especies: R. mwangle se desarrolla mejor en los suelos poco
profundos y cenagosos bajo la influencia de las mareas (Chapman 1976), en cambio R. harrisonii
v R. racemosa crecen en lugares que tengan proximidad a una fuente de agua dulce (Duke and
Allen 2006). Al comparar las caracteristicas fenotipicas entre las tres especies, unas de las
caracteristicas variables que podemos tomar en consideracion y relacionar con el ambiente en el
que se desarrollan las especies del género Rhizophora es la de la altura total, que muestra que los
arboles con mayor altura son los de R. harrisonii y R. racemosa (Fig. 3C). En cualquier caso, hay
que aclarar que esto siempre va en dependencia del lugar donde se desarrolle la especie, ya que
pot observaciones de campo éstas ultimas especies al desarrollarse en lugares donde R. mwangle

crece mejor no logran alcanzar alturas mayores que R. mangle.
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Otra de las caracteristicas morfoldgicas que diferencia a las tres especies es la presencia
de lenticelas en el envés de las hojas, debido a que R. mangle presenta mayor cantidad de lenticelas
v R. racemosa es la de menor cantidad (aproximadamente la mitad) (Fig. 4). La cantidad de
lenticelas también varia inclusive en el mismo arbol, presentando mayor cantidad de lenticelas
las hojas que estan en contacto constante con el agua salada y con menor cantidad las hojas que
se encuentran en las partes mas altas del arbol. Esta distribuciéon de las lenticelas es logica
considerando la funcién que ejercen las lenticelas, ya que son estructuras permeables al aire, pero

no al agua lo cual facilita la respiraciéon de las hojas que tienen contactos mas frecuentes con

aguas salobres (Prahl 1989).

La diferencia ecoldgica de las tres especies podria reflejarse en un diferente nivel y
demanda de fotoproteccién. Sin embargo, las diferencias fueron pequefias y tan solo se
observaron para los contenidos de pigmentos fotosintéticos como L y VAZ (Fig. 10). Tanto L
como VAZ tienen funcién fotoprotectora. Los pigmentos VAZ participan en el ciclo de las
xantofilas (Demmig-Adams and Adams 1996) y la L esta involucrada en la estructura y
organizacion complejas de la antena (Liu et al. 2004) ademas tiene un papel fotoprotector
(Pogson et al. 1996,1998; Dall Osto et al. 2006; Yan et al. 2007) y una importante funcién como
antioxidante (Peng et al. 2006). Esto nos indica que R. racemosa y R. mangle ocupan lugares
expuestas a mayor radiacion solar en comparacion a R. harrisonii. Pese a las diferencias ecologicas
entre las especies, las condiciones de iluminaciéon no parecen relacionarse con el potencial
fotoprotector de cada especie puesto que no se observé correlacion significativa  entre el
porcentaje de la transparencia del dosel y el contenido en pigmentos fotosintéticos de las
especies de R. mangle y R. harrisonii (Fig.10).Esta poca plasticidad de los sistemas fotoprotectores
en relacién con el ambiente luminico, se puede atribuir a que aunque sean diferentes especies y
presenten diferentes ecologias en cuanto a su habitat, estas son especies que se adaptan a
cualquier medio de las otras especies del género Rhizophora, adoptando asi caracteristicas
fenotipicas similares y con ello la fotoproteccion puede deberse mas a caracteristicas

morfolégicas que a la cantidad de contenido de pigmentos fotosintéticos.

Ademas de tener diferentes contenidos en L y VAZ, la diferencia mas notable entre las
tres especies fue en el contenido de tocoferoles. Estas moléculas son antioxidantes lipofilicos

que se sintetizan exclusivamente en los organismos fotosintéticos (Sattler et al. 2006). Existen

cuatro formas de tocoferol (o, B, ¥, y 8), de los cuales a-toc es la de mayor actividad antioxidante
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y la predominante en hojas (Munné-Bosch 2005) El contenido de a-tocoferol aumenta bajo
condiciones ambientales desfavorables (Chrost et al. 1999), lo que indica su importancia
fisiolbgica. En cooperacion con otros antioxidantes ai-tocoferol contribuye a la preservacion de
un adecuado estado redox en el cloroplasto durante la respuesta de las plantas al estrés (Munné-
Bosch 2005). Un numero de estudios sugieren que la acumulaciéon de o-tocoferol esta
relacionada con la tolerancia al estrés y una reduccion esta asociada con susceptibilidad al estrés
(Gossett et al 1994; Leipner et al 1999; Munné-Bosch and Alegre 2000). Sin embargo, la caida
de y-tocoferol metiltransferasa en plantas modificadas genéticamente (que cataliza la conversion
de la y-tocoferol en el a-tocoferol), provoca una acumulaciéon de y—tocoferol en lugar de -
tocoferol, y resulta en una mayor tolerancia a estrés osmotico y disminucion de la tolerancia al
estrés salino (Abbasi et al. 2007; Munné-Bosch 2011). En las tres especies de Rhizophora es
llamativo su alto contenido de y-tocoferol que no suele estar presente en hojas, aunque si en
semillas (Foryer and Noctor 2003) (Fig. 9). La acumulacién de y-toc en lugar de a-toc en
Rhizophora podria representar una respuesta al estrés salino. Pese a que el pool total de tocoferoles
fue diferente en las tres especies, el contenido de o-toc fue muy similar. El contenido de a-toc
es el tocoferol de mayor actividad antioxidante (Munné-Bosch 2005), esto indica que las tres
especies se encuentran sometidas a un nivel de estrés oxidativo similar. El contenido bajo de a-
tocoferol en las tres especies también puede estar relacionado con la edad de la hoja, ya que el

contenido de a-tocoferol es bajo en hojas jovenes y aumenta con la edad de la hoja

(Lichtenthaler 2007; Szymanska and Kruk, 2008 a, b).

Al parecer R. harrisonii es la especie que tolera mejor el estrés por presentar menor
contenido de tocoferoles en total y por presentar mayor porcentaje de o-tocoferol, mientras que
la especie que se encuentra con mayor estrés es R. racemosa al no tener su entorno 6ptimo para

su pleno desarrollo.

En resumen, las especies para el género Rhizophora del Pacifico no presentan diferencias
morfolégicas que las diferencien como especies, pero si se pueden diferenciar a nivel bioquimico

en cuanto al contenido de tocoferoles, algo que se puede relacionar con su diferente ecologia.
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5. CONCLUSIONES

1- Con este estudio hemos confirmado que las caracteristicas morfolégicas de las hojas y
la presencia de lenticelas no son fiables para la diferenciacion de las especies del género
Rhbizophora del Pacifico de Nicaragua, ya que estas caracteristicas son adaptables al medio donde

el arbol se desarrolle.

2-Las plantas de R. mangle crecen menos en altura que las otras dos especies mas alejadas

del agua salobre y con un crecimiento mas vertical.

3-Las especies estudiadas mostraron muy pocas diferencias en cuanto a la composicion y

actividad de los sistemas fotoprotectores, que ademas no respondieron al ambiente luminico.

4-Rhizophora barrisonii presenté menor contenido de y—toc lo que podtia relacionarse con
su peor tolerancia al estrés salino. Ademas, pese a existir diferencias en el contenido total de
tocoferol, la cantidad de a-toc fue similar en las tres especies, lo que indica que estan sometidas

a un nivel similar de estrés oxidativo.

5-El contenido de tocoferoles puede ser una herramienta para la clasificacion de estas
especies principalmente para separar a R. harrisoniiy R. racemosa como especies. Aunque estas dos
especies son las que presentan mayor similitud en cuanto a las caracteristicas morfologicas e
incluso en las ramificaciones de las inflorescencias, su distinta composicion en tocoferoles podria

convertirse como parametro bioquimico de distincion interespecifica.
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1. RESUMEN

Los bosques de manglares son ecosistemas formados por diferentes especies de
plantas leflosas que viven en sedimentos costeros. Para hacer frente a la alta salinidad del
sustrato, los arboles del manglar poseen una serie de mecanismos para excluir, secuestrar o
excretar el exceso de sal. El mangle negro (Avicennia germinans 1.), una de las especies
dominantes de América Central, se caracteriza por la excrecion de alto contenido de sal a
través de las glandulas epidérmicas. En este estudio, el objetivo fue examinar si, aparte de
su papel obvio en la tolerancia a la sal, la formacién de cristales de sal en la superficie de la
hoja del mangle negro representa un mecanismo dinamico de fotoproteccion. Para ello, la
reflexién de la luz y una serie de parametros fisiologicos fueron estudiados durante las
estaciones seca y lluviosa en los mangles negros en la Reserva Natural de la Isla Juan Venado
(Nicaragua). La sal excretada aumenté la reflectancia de la superficie de la hoja,
principalmente en las regiones azul y roja del espectro. Mediante la eliminacién de la corteza
salina de la superficie de la hoja, se demostré que durante los periodos mas estresantes
(estacion seca al mediodia), la presencia de corteza salina permite que las hojas mantengan
una mayor eficiencia fotoquimica y una menor temperatura de la hoja en comparacién a las
hojas descubiertas de los cristales de sal. Ademas, este mecanismo es totalmente reversible
cuando las condiciones se vuelven mas favorables, de manera que cuando el grado de
humedad es mayor los cristales de sal se disuelven formando gotas. Asi, al ser un mecanismo
de desintoxicacion desarrollado principalmente para mantener el equilibrio osmético en los
tejidos, la excrecion de sal a través de las hojas en los mangles negros es un mecanismo de
exaptacion, ya que tiene efectos colaterales positivos en el rendimiento fotosintético de la
planta, protegiendo a .A. germinans por sobrecalentamiento y dafio luminico durante los

periodos mas duros.

Palabras clave: Avicennia, exaptacion, mangle, reflectancia, pigmentos.
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2. INTRODUCCION

Los bosques del manglar se distribuyen a lo largo de las costas subtropicales en
todo el mundo (Littge 1997). Varias especies de arboles coexisten en este entorno y
presentan diferentes estrategias para hacer frente a la salinidad. Uno de los mecanismos
mas conspicuos es mostrado por los arboles del género Avicennia (mangle negro o mangle
gris) cuyas hojas excretan la sal que no ha sido excluida por las raices (Scholander et al.
1962; Drennan and Pammenter 1982), a través de glandulas especializadas localizadas en la
epidermis (Luttge 1997). Ambas partes de la hoja tanto la superior como la inferior
presentan glandulas, las cuales estan mas concentradas en superficies adaxiales (Suarez and
Medina 2008). Los iones de sal son acumulados en la hipodermis de la hoja y después son
excretados (Waisel et al. 1986; Smith et al. 1989; Balsamo and Thomson 1993) por un
proceso de alta actividad de la ATPasa (Drennan and Pammenter 1982). Durante la noche
y al amanecer la excrecién de sal es mas activa (Naidoo 2010). Cuando la humedad relativa
es elevada, la sal excretada absorbe el agua hidroscopicamente y las hojas son cubierta por
gotas de agua salada. En dfas soleados cuando la humedad relativa disminuye al mediodia y
el agua se evapora, el lado adaxial de las hojas se vuelve blanquecino debido a la formacién
de cristales de sal. Los cristales se disuelven de nuevo al final del dia (observacion personal).
Este ciclo diario de formacién de cristales de sal coincide con los cambios en las
condiciones ambientales que afectan la funcién de las hojas. De hecho, un efecto
secundario del proceso de formacién de cristales puede generar cambios en las propiedades

opticas de la hoja.

A medida que los ecosistemas de manglares se exponen a luz intensa, y las
condiciones salinas dan lugar a baja conductancia estomatica y baja tasa fotosintética (Ball
1988), estos ecosistemas son particularmente propensos a sufrir fotoinhibiciéon (Lovelock
and Clough 1992). Asi, se ha demostrado que la fotoproteccién es una caracteristica esencial
para la aclimatacion de especies del manglar con entorno intermareal (Christian 2005;
Lovelock and Clough 1992). En el presente estudio, nuestra hipotesis es que la formacioén
de cristales de sal en la superficie de la hoja, aparte de su papel en la tolerancia a la salinidad,
también mejora la fotoproteccion a través del aumento de la reflectancia foliar (y una
disminucién en la absorbancia de la hoja) durante los periodos de mayor demanda de
actividad fotoprotectora. La estrategia de reducir la interceptacion de luz por las hojas es
omnipresente en el reino vegetal y puede ser logrado de diferentes maneras, tales como

cambios en la posicién de la hoja (Lovelock and Clough 1992), enrollamiento de hojas,
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(Pastenes et al. 2004), movimiento de los cloroplastos (Kashahara et al. 2002), la presencia
de estructuras reflectantes tales como ceras (Robinson et al. 1993), pelos o escamas
(Morales et al. 2002) y cristales. (Mooney et al. 1977). Entre estos mecanismos, los
movimientos de las hojas y los cloroplastos son dinamicos, permitiendo que las hojas se
adapten con flexibilidad a su entorno, pero la presencia de estructuras reflectantes es apenas
reversible (Bjorkman and Demmig-Adams 1994). En este estudio, nuestro objetivo era
evaluar si, aparte de su evidente papel en la tolerancia a la sal, la formacion de cristales de
sal en la superficie de la hoja del mangle negro (Avicennia germinans 1..) puede representar un

mecanismo fotoprotector inusual y dindmico.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Especies de estudio, area de estudio y muestreo

El estudio de campo se realiz6 en la Reserva Natural de la Isla Juan Venado (IJV)
(Nicaragua) (12°22°N, 87°01 "W). El clima en IJV es tropical y se caracteriza por tener una
fuerte estacionalidad en la distribucion de la lluvia (estaciéon seca y estacion lluviosa). El
mangle negro es una de las especies de la IJV, que caracteristicamente excreta sal por las
glandulas especializadas en ambos lados de las hojas (Fig. 2). La deposicion de sal forma
una cubierta de cristal de sal en el lado adaxial de la hoja, siendo esta mas notable durante
la estacion seca. Diez individuos diferentes que crecen en sitios abiertos fueron
seleccionados para el estudio y los experimentos fueron realizados en ambas estaciones,
tanto en la estacion seca (noviembre 2009 y noviembre 2011) como la estacion lluviosa
(julio—agosto 2009 y julio—agosto 2011). Por cada individuo una hoja fue seleccionada al
azar para realizar todas las mediciones (fluorescencia, reflectancia, temperatura de la hoja y
composicion de pigmentos y tocoferoles (informacion detallada mas adelante). La sal fue
removida suavemente de la mitad izquierda de la cara adaxial de cada hoja con un pafiuelo
de papel antes del amanecer. El paso de la remocién de la sal de la mitad izquierda de la
hoja se repiti6é durante el dfa, cada vez que las hojas comenzaron a volverse blanquecinas.
A lo largo del texto cada mitad, intacta (con sal) y sin sal, se indican como HS y HWS,
respectivamente. Ambas partes fueron comparadas durante el curso de un dia tipico en
cada estacion: al amanecer (06:00), al mediodia (11:30), a la tarde (15:00) y al amanecer del

dia siguiente (06:00).
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Figura 1. Condiciones meteorolégicas en la Reserva Juan Venado durante el curso de 1 afio (de noviembre
de 2010 a noviembre de 2011): a) densidad de flujo cuantico diario (linea) y temperatura media diaria (circulos
abiertos); b) humedad relativa media diatia (circulos abiertos) y precipitacion diatia (batras).

Figura 2. Avicennia germinans, hoja. Obsérvese la sal excretada por las glandulas especializadas en la mitad de
la hoja. La sal en la otra mitad se ha retirado cuidadosamente con un pafiuelo de papel.

Los discos de hojas para el analisis quimico se recogieron y almacenaron como se
describe en Esteban et al. (2009) en sobres de papel rellenos de silica gel. Las muestras
fueron transportadas 1 semana después al laboratorio analitico (Dpto. Biologia Vegetal y
Ecologia, UPV/EHU, Leioa, Bizkaia) y se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido
hasta su analisis. Este método alternativo es adecuado para la conservacion de pigmentos
fotosintéticos y tocoferoles de lugares remotos, tales como IJV, donde el nitrégeno liquido
no esta disponible. Este método proporciona resultados confiables, sin embargo, posee la
limitacién de que el indice de epoxidacién no puede determinarse en muestras, ya que existe
una formacién residual de zeaxantina durante el proceso de conservacién (para mas

informacion, ver Esteban et al. (2009).
3.2. Condiciones climaticas

Los datos climaticos se registraron de noviembre de 2010 a noviembre de 2011
mediante una estacién meteoroldgica automatica (Mini- Cube VV/VX16, EMS, Brno, CZ)

cerca del sitio de muestreo. La densidad del flujo cuantico (EMS12, EMS, Brno, CZ),
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precipitaciones diarias (MetOne370/376, EMS, Brno, CZ), temperatura del aire y humedad
relativa (EMS33, EMS, Brno, CZ) fueron monitoreados en el transcurso del afio. Los
instrumentos para obtener los datos fueron programados para registrar medias de 1 h de

mediciones ambientales, tomadas cada minuto desde noviembre 2010 a noviembre 2011.
3.3. Propiedades opticas de las hojas

El indice de reflectancia fotoquimica de la hoja (PRI) fue medido en el campo en el
curso del dia hasta el mediodfa en la estaciéon seca (noviembre 2008) con un PRI-meter
(PlantPen PRI 200, PSI, Brno, Czech) en las caras adaxial y abaxial de las hojas HS y HWS.
Este indice fue calculado como (R570 - R531)/ (R531 + R570). Por otro lado, 34 muestras
de hojas fueron colectadas en el campo en la estacion seca (abril 2010) y la reflectancia foliar
se midi6 en el laboratorio antes y después de la eliminacién de la sal. La reflectancia foliar,
definida como la proporcién de luz incidente que se refleja de la hoja, fue medido con un
espectroradiometro (UNISPEC™, FieldSpec UV/NIR portable spectral system, PP
Systems, Amesbury, USA) con un soporte de clip de hoja de fibra éptica y la referencia
proporcionada por el fabricante. La iluminacién fue proporcionada por una fuente de luz

suministrada con una lampara halégena interna de 7.0 W.
3.4. Fluorescencia de la Clorofila a

La fluorescencia de la clorofila a fue determinada con un Fluorimetro Portatil de
clorofila (Fluorpen FP100, PSI, Brno, Czech Republic) en hojas sometidas a oscuridad
durante 20 min para permitir una completa relajacién u oxidacion de los centros de reaccion
para determinar la fluorescencia basal (Fo). Después fue aplicado un pulso de saturacién
de 3,000 umol fotones m™ s para determinar la maxima fluorescencia (Fm). La maxima
eficiencia fotoquimica del fotosistema II (PSII) fue estimado por el ratio Fv/Fm = (Fm -
Fo) /Fm segun Genty et al. (1989). La transicion de la clorofila fue inducida por una luz
saturante de 3,000 pmol fotones m™ s y la fluorescencia se registré cada 2 s a una frecuencia
de 10 ps, 100 ps, 1 ms y 10 ms por intervalos de tiempo de 10—-600us, 0.6-14 ms, 14-100
ms y 0.1- 2s, respectivamente. Los valores de fluorescencia 0 us (Fo, fase 0), 100 us (F100),
300 ps (F300), 2 ms (fase J), 30 ms (fase I) y maxima (Fm, fase P) fueron tomados en
consideracion. Los puntos cardinales de las curvas OJIP y los parametros derivados fueron
calculados con el software flourpen 2.0, basado en las formulas derivadas de Strasser et al.
(2000, 2004) el resultado obtenido se representa en un grafico de red de arafa junto con

otros caracteres fisiologicos (Fig.5). Los otros parametros fueron fluorescencia relativa a 2
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ms, Vj definido como (F] — Fo)/ (Fm - Fo); fluorescencia variable a 30 ms, Vi, definida
como (Fi - Fo)/(Fm - Fo); y Pi_ Abs, el cual es el indice de rendimiento (potencial) para
la conservacion de energia de los fotones absorbidos por el PSII para la reduccion de los
aceptores de los electrones intersistemas: Pi_Abs = [RC/ABS][TRo/(ABS - TRy)]
[ETo/(TRo - ET0)]. El indice de rendimiento se obtiene segin los principios de la ecuacién
de Nernst por la reacciéon Red-Ox (para mas detalle de este parametro ver Strasser et al.

2000, 2004).
3.5. Temperatura de la hoja

La temperatura de la hoja se midi6 al mediodia con un termopar digital K (Thandar,
TH302) en el lado adaxial y abaxial de HS y HWS (limpiando suavemente las hojas como
se explico anteriormente). El parametro de aumento de la temperatura de la hoja (A leaf
T°; Fig. 5) fue calculado como la diferencia de temperaturas entre el lado adaxial y el abaxial.
El calentamiento directo de los termopares por la luz directa del sol podria afectar la
precision de las mediciones, por lo que el parametro A leaf T°; solamente resulta valido

para fines comparativos entre HS y HWS.
3.6. Métodos analiticos

Los compuestos fotoprotectores se extrajeron triturando las hojas en un mortero
frio con 1 mL de acetona (100%) con 0.5 g/L de CaCOs, para evitar trazas de 4cido que
podrian alterar los pigmentos. Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 20 min
a una temperatura de 4 °C y filtrada en una jeringa a través de filtro PTFE de 0.22 pm
(Whatman, Maidstone, UK). Los extractos se inyectaron (15 uL)) en un HPLC equipado
con una columna C18 de fase reversa (Waters, Milford, MA, USA) siguiendo el método de
Garcia-Plazaola and Becerril (1999) con algunas modificaciones (Garcfa-Plazaola and
Becerril 2001; Garcia-Plazaola and Esteban 2012). El autoinyector 717 plus fue equipado
con un termostato que mantiene la temperatura constante a 4 °C evitando la alteracion del
pigmento. Los pigmentos fotosintéticos fueron medidos mediante un detector PDA
(Waters model 990) en el rango de 250-700 nm. Los picos se detectaron e integraron a 450
nm para determinar el contenido de carotenoides y clorofila. Los pigmentos fueron
identificados y cuantificados de acuerdo con Garcia-Plazaola and Becerril (1999). Los
tiempos de retencién y los factores de conversion para los pigmentos fueron los mismos
que los descritos por Garcia-Plazaola and Becerril (1999, 2001). Para los tocoferoles, la

deteccion se llevo a cabo con un detector de fluorescencia (Waters model 474) ajustado a
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una Aee = 295 nm y Aew = 340 nm y calibrado con estandares de tocoferol (Calbiochem,

San Diego, CA).
3.7. Estadistica

Se utiliz6 una prueba t-Student pareada para probar las diferencias en la eficiencia
fotoquimica (Fig.4) y PRI (Tabla 1). Para testar diferencias en la reflectancia (Fig. 3) y en
pigmentos y tocoferoles (Tabla 2) se realizaron analisis univariables de la varianza
(ANOVA), considerando con y sin sal como un factor fijo. Todos los datos fueron
probados para la normalidad y homogeneidad de las varianzas y transformados mediante
raiz cuadrada, cuando fue necesario. Las pruebas de Student-Newman-Keul se utilizaron
para discriminar entre diferentes tratamientos después de la prueba I significativa y la
prueba de Cochran para probar la heterogeneidad de las varianzas. En el caso del a-
tocoferol, uno de los datos fue sustituido por la media del grupo y 1 df restado de residuo
(Winer et al. 1991) para estandarizar variaciones. Todos los analisis estadisticos se realizaron

utilizando el paquete estadistico SPSS 19.0
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion Meteorologica de IJV

Las condiciones meteorolégicas de IJV fueron monitoreadas durante un afio
(noviembre 2010- noviembre 2011) como se muestra en Fig. 1, la estacionalidad térmica
fue baja, con temperaturas medias diarias entre los 25 y 30 °C durante todo el afio (Fig. 1a).
En contraste con la temperatura, la precipitacién se distribuy6 irregularmente con una
marcada estacién seca de diciembre a mayo en la que la precipitacion total acumulada fue
inferior a 4.2 mm (Fig. 1b). En la estacion seca, la humedad del aire cayo6 considerablemente
a valores entre 50 y 80% (Fig. 1b). La radiacion acumulada diaria fue alta durante todo el
afio (~40 mol m™ dia™) pero fue mucho mas variable en la estacion lluviosa (Fig. 1a) debido

a la mayor variabilidad en la nubosidad.

4.2 Efectos de la deposicion de cristales de sal en los parametros

fotosintéticos

La acumulacién de sal en la superficie de las hojas de manglares negros afectd
fuertemente el espectro de reflectancia en el rango de PAR (400—700 nm) (Fig. 3). De
hecho, se encontraron diferencias significativas en las regiones azul (420-500 nm) y roja
(630—680 nm) del espectro cuando las hojas HS y HWS (ver materiales y métodos) fueron
comparadas. La reflexiéon de la luz en estas regiones del espectro puede tener efectos
directos sobre la absorcidn de luz por las clorofilas y, en consecuencia, sobre el rendimiento
fotosintético. Por lo tanto, la maxima eficiencia fotoquimica de PSII (Fv/Fm) se controlé
a lo largo de un dia tipico de la estacién tanto lluvisoa como seca (Fig. 4). En la estacion
lluviosa, no se observé diferencia significativa en la eficiencia fotoquimica entre HS y HWS
(Fig. 4a). Sin embargo, en la estacion seca, cuando la deposicion de cristales de sal era mas
visible, las HS mostraron una mayor eficiencia fotoquimica durante la tarde que las HWS
(Fig. 4b), indicando una posible fotoinhibiciéon de los tejidos expuestos. Se obtuvo otra
evidencia adicional de esta fotoinhibicién cuando se constaté el efecto de la acumulacién
de sal epicuticular en el Indice de Reflectancia Fotoquimica (PRI) de las hojas tanto en la
estacion lluviosa como en la seca (Tabla 1). Particularmente en este dltimo caso, una
disminucién en PRI se observé después de la eliminacion de la sal. Por lo tanto, HS mostrd
una tendencia a presentar mayores valores de PRI, lo que indica que mas fotones estaban

siendo utilizados para la fotoquimica.
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Figura 3. Diferencia de reflectancia espectral entre 400-700 nm para hojas de A. germinans con sal y sin sal.
Noétese que los valores medios de porcentaje de reflectancia total y valor de p con sal (RS) y sin sal (RWS) se
indican para los diferentes rangos 400-500; 501-600; 601-700 nm. Valores medios de 34 hojas.

Finalmente, se analizaron los pigmentos fotosintéticos y la composicion de
tocoferol en la estaciéon himeda y seca en HS y HWS. Curiosamente, las proporciones de
clorofila, de a-tocoferol (a-toc), y-tocoferol (y-toc) y el total de pigmentos del ciclo de la
violaxantina (V+A+Z) difieren entre estaciones siendo el el contenido en tocoferoles mas
alto en el perfodo humedo y los pigmentos VAZ mas altos en la estacion seca (Table 2).

No se observaron diferencias significativas en ningiin parametro entre las hojas HS y HWS.

Estacion Lluviosa Estacion Seca
PRI HS HWS HS HWS
Antes de amanecer | 0.079£0.005 | 0.082+0.008 | 0.108+0.009 | 0.108+0.009
Mediodia 0.075+0.008 | 0.066+0.010 | 0.075+0.009 | 0.064+0.009
Tarde 0.075+0.006 | 0.068+0.009 | 0.078+0.010 | 0.072+0.008

Tabla 1. Promedio de la hoja PRI mediciones en las hojas de A. germinans en HS- (mitad con sal) y HWS- (mitad sin
sal). Durante un curso diurno en temporada lluviosa y estacion seca (n = 10, media + SE). Numeros en negrita
indican diferencias significativas en p < 0,05 entre la parte con sal y la parte sin sal. PRI calculado como (R570 -
R531) /(R570 + R530).
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Estacion Lluviosa

Estacién Seca

Mediodia Antes de amanacer Mediodia Antes de Amanecer
HWS HS HWS HS HWS HS HWS HS
Chl a+b
(umol ml?) 344.9+26.2a 343.1+48.2a 280.7+33.0a 290.6+22.1a 247.4+22.9a 241.5+22.7a 251.3+16.3a 236.2+16.5a
Chl a/b 34+0.0a 34+0.0a 3.5%0.0a 3.5%0.1a 3.310.1a 3.4+0.0a 3.5%0.1a 3.520.0a
N chl
(mmol mol chl?) 34.4%0.1a 34.3+0.7a 31.1+1.4a 31.3+0.8a 37.6+2.2a 36.5+1.8a 33.2+1.8a 33.0+1.7a
L chl
(mmol mol chl?) 139.9+4.7a 143.445.4a 134.948.3a 135.445.8a 159.4+7.a 157.2+7.0a 142.4+6.3a 142.848.1a
B-C chl
(mmol mol chl ) 116.2+2.2a 115.74+2.1a 110.7+2.8ab 113.0+2.6a 109.4+3.0ab 109.2+2.7ab 101.1+2.4b 101.2+1.8b
V+A+Z chl
(mmol mol chl?) 82.31+6.8a 90.748.7a 76.5£10.0 a 78.6t7.4 a 147.8+11.6b 137.3+12.8b 105.5+7.1a 103.7+7.6a
v- toc chl
(mmol mol chl?) | 36.2+4.8 ab 43.1+7.3b 38.7+6.5ab 42.4+8.6b 21.6+10.0ab 17.4+9.5ab 15.9+9.0ab 6.615.1a
a—toc chl
(mmol mol chl?) | 839.0+118.4a 953.1+166.8a | 880.2+159.0a  952.8+171.7 a | 562.2+259.3'a  539.9+283.5'a | 481.5+240.5a 288.1+160.0a

Tabla 2. Contenido en pigmentos y de tocoferoles en hojas de A. germinans (n = 10 = SE) en HS (mitad con sal) y
HWS (mitad sin sal) durante el mediodia y antes del amanecer en estacién himeda y seca. Se realizé un andlisis de

varianza (ANOVA), considerando la ausencia o presencia de sal y estacionalidad como factores fijos. Distintas letras
indican diferencias estadisticamente significativas en p < 0.05 entre los tratamientos después de la prueba de Student-
Newman-Keul. Chl a+b: clorofila total, Chl a/b: relacién Clorofila a/clorofila b, N chl: neoxantina en base al

contenido en clorofila, L chl: luteina en base al contenido en clorofila, B-C chl: B-carotene en base al contenido en

clorofila, V+A+Z chl: total de pigmentos del ciclo de la Violaxantina en base al contenido en clorofila, ytoc chl: y-
tocoferol en base al contenido en clorofila, a-toc chl: a-tocoferol en base al contenido en clorofila. *Para
homogeneizar las varianzas, un dato fue reemplazado por la media del grupo y 1df restado de residuo (Winer et al.,

1991).
Wet season Dry season
a W With salt b W With salt
O Without salt OWithout salt
0.80 - r 0.80
*
0.70 - r0.70
1
0.60 - + 0.60
£ 050 - 0.50
L
> 0.40 r 0.40
L
0.30 - r 0.30
0.20 - r 0.20
0.10 - r 0.10
0.00 - i \ 0.00
Predawn Noon Afternoon Predawn Predawn Noon Afternoon Predawn

wi4/Ad

Figura 4. Eficiencia fotoquimica en hojas de A. germinans con sal y sin sal durante un curso diurno en agosto
(estacion lluviosa) y noviembre (estacion seca). El asterisco indica diferencias significativas a p < 0.05 entre
la parte con sal y la parte sin sal.

Con el fin de visualizar claramente lo que estaba sucediendo en las hojas, una serie

de parametros fisiologicos de A. germinans fueron representados en un grafico de red de

arafia (Fig. 5). Esta es una descripcion multiparamétrica de la estructura y funciéon de cada

componente representada por una linea heptagonal. Este tipo de presentacion proporciona

una visualizaciéon directa del comportamiento y por lo tanto facilita la comparaciéon de

material vegetal, as{ como la clasificacién del efecto de diferentes estreses ambientales en

términos de las modificaciones que sufre para adaptarse a nuevas condiciones (Strasser et
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al. 2000). En la figura 5 se muestran valores de hojas con HWS al mediodia en la estacion
seca en relacién con las hojas HS. Entre los diferentes parametros probados, se observo
que el PRI, el Indice de Rendimiento (Pi_Abs) y la temperatura de la hoja (estimado como
A hoja T, ver metodos) fueron afectados por la excreciéon de sal, aunque en una medida
diferente. La eliminacion de los cristales de sal en las hojas de mangle negro indujo una
disminucién en el PRI y Pi_Abs, junto con un aumento en la hoja A T, lo que indica que

una posible funcién de la deposicion de sal es evitar que las hojas se sobrecalienten.

PRI —e— \\Vith salt
1.5 — —o— = Without

0
Vi ALeaf T

Reflec

Pi_Abs V+A+Z

Figura 5. Presentacion grafica de los parametros fisiologicos de A. germinans al mediodia en la estacion seca
comparando hojas sin sal con hojas con sal: PRI; A leaf T° (aumento de la temperatura de la hoja calculada
como la diferencia de temperatura entre los lados adaxial y abaxial); Reflec (% total de la media de reflectancia
de los 400 a los 700 nm); V+A+Z (Pigmentos del ciclo de la Violaxantina); PI_Abs (Indice de rendimiento
sobre la base de la absorcién); Vi (Fluorescencia variable relativa en la etapa I); Vj (Fluorescencia variable
relativa en la etapa I). Los dltimos tres parametros se detivan de la prueba JIP de las variaciones (OJIP) de
ascenso rapido. Los valores se normalizaron utilizando como referencia los valores correspondientes de hojas
no saladas. Los circulos abiertos y cerrados indican hojas sin sal y con sal, respectivamente.
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5. DISCUSION

Avicennia es uno de los mangles mas tolerantes a la sal (Ball 1988). Sus hojas se
caracterizan por un alto nivel de excreciéon de sal que le permite mantener su equilibrio
mineral y estado hidrico en condiciones de salinidad extrema, evitando asi la acumulacién
de algunos iones (principalmente cloruro y sodio) que pueden tener efectos toxicos a altas
concentraciones (Hasegawa and Bressan 2000; Zhu 2001). A pesar de su extraordinaria
resistencia y amplia distribucion, existen pocos estudios sobre las respuestas ecofisiolégicas
de este género bajo condiciones naturales (Lin and Sternberg 1992; Gordon 1993; Sobrado
and Ball 1999; Naidoo et al. 2011). En este estudio, nos hemos propuesto evaluar las
ventajas potenciales que las acumulaciones de cristales de sal en las hojas confieren a la

planta en términos de fotoproteccion.

Las hojas de varias especies de halofitas siguen un patrén de excrecion diurna con
una gran reduccion en la excrecion al mediodia (Ramadan 1998). Este es también el caso
del mangle negro en el que se ha descrito una mayor secrecion de sal durante la noche
(Gordon 1993; Naidoo 2010). Sin embargo, como la excrecion liquida en la superficie de
las hojas posee una concentracién muy alta de iones, en concreto el 96% es Na* y CI
(Sobrado and Greaves 2000), la deposicion de sal sélo se hace evidente después de la
evaporacion del agua. Asi, la acumulacion de cristales de sal es maxima durante el dia
(normalmente al mediodia o temprano en la tarde) cuando el grado de secrecion se reduce
(Ramadan 1998, 2001) y es mas visible durante la estaciéon seca (observacion personal)
cuando la humedad del aire baja y la radiacién acumulada diaria es mas alta (Fig. 1). De
hecho, las condiciones de estrés hidrico causado por la sequedad de la atmosfera influyen
en gran medida la eficiencia del proceso de excreciéon (Ramadan 1998). Estos cambios en
las condiciones climaticas entre ambas estaciones son probablemente las causas de los
cambios en la composicion del pigmento (Tabla 2). Por lo tanto, VAZ/chl total fue mayor
en la estaciéon seca lo que indica una mayor demanda de fotoproteccién ya que este
parametro es generalmente proporcional al nivel de estrés luminico al que se exponen las
hojas. (Niinemets et al. 2003; Logan et al. 1996; Tausz et al. 2004). Curiosamente, el
contenido de a-tocoferol y y-tocoferol también cambid entre estaciones, siendo la estacion

himeda cuando el y-tocoferol aumentd significativamente. En este sentido se ha descrito

previamente que precisamente el y-tocoferol ejerce una funcién especifica en la

osmoproteccion in vivo (Abbasi et al. 2007).
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La acumulacién de sal sobre las hojas del manglar negro altera las propiedades
opticas de las hojas; en particular, aumenta la reflectancia foliar en el azul y el rojo en las
regiones del espectro (Fig. 3), reduciendo asi la luz absorbida por las hojas. Por lo tanto,
un mecanismo para evitar los efectos sinérgicos e interactivos del exceso de luz y
temperatura, como la disminucién de la absorcion de la luz en las hojas debido al aumento
de la reflectancia en las hojas con cristales de sal en la superficie, puede ser de especial
importancia en el duro ambiente intermareal tropical del manglar, donde la saturacién en la
utilizacién de la luz por las especies de este ecosistema se alcanza con un 30-50% de la luz

solar completa (Ball 1996).

Como este proceso es reversible, los efectos opticos desaparecen una vez que la sal
se disuelve en agua. Una estrategia similar de reduccion reversible de la absorcion de hojas
a través de la formacion de cristales de sal ha sido descrita en A#riplex hymenelytra en el que
una mayor reflectancia también mejora la eficiencia del uso del agua (Mooney et al. 1977).
Los arboles de mangle suelen tener bajas tasas de fotosintesis (Ball 1996); por lo tanto,
deben tratar la absorcién excesiva de la luz solar para evitar el dafio que puede resultar de
la sobreexcitacion del aparato fotosintético (Osmond 1994; Osmond et al. 1999). Se han
descrito varios mecanismos que evitan la fotoinhibiciéon equilibrando la absorcién y el uso
de la energia luminosa en arboles de los manglares. Estos incluyen menor contenido de
clorofila (Christian 2005), modificaciones en el angulo de las hojas (Bjérkman and Demmig-
Adams 1994; Tuffers et al. 1999) y la mayor actividad de los pigmentos del ciclo de las
xantofilas (Sobrado and Ball 1999; Christian 2005). Tomando en consideracion la evidencia
proporcionada en el presente estudio, la acumulacién de sal en el mangle negro podria
agregarse a esta lista de estrategias involucradas en la prevencion del dafo foto-oxidativo.
De hecho, la evitacion de altas intensidades de luz a mediodia (debido a la acumulaciéon de
cristales de sal) podria dar lugar a una mayor ganancia de carbono. Los datos en la Fig. 4
apoyan esta idea ya que, en la estacion seca, las hojas HS muestran una mayor eficiencia
fotoquimica durante la tarde que las hojas HWS (Fig. 4b). La disminucién del mediodia en
la eficiencia de PSII mostrada por HWS se recuperé poco después de la madrugada. En
consecuencia, esto puede ser entendido como una regulacién negativa con funcién
protectora en estos tejidos expuestos a alta intensidades luminosas en lugar de como un
proceso de fotoinhibiciéon (Cheeseman et al. 1997; Sobrado 1999). Ademas, las hojas HS
mostraron una tendencia a tener mayores valores del PRI (Tabla 1). Este indice se formulé
inicialmente como un indicador de la eficiencia fotosintética (Gamon et al. 1992), pero

también puede ser una funcién de los cambios de epoxidacion del ciclo de xantofilas
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(Peguero-Pina et al. 2008; Nichol et al. 2006). Por lo tanto, diariamente, coincidiendo con
el momento mas seco y mas estresante en cuanto a fotoinhibicion, la reduccion de la
absorcion de luz debido a la acumulacion de sal mejora la eficiencia y el rendimiento

fotoquimico (PRI) de las hojas del mangle negro. (Fig. 4; Tabla 1).

La descripcion multiparamétrica representada en la Fig. 5 resume lo que ocurre en
ambos tipos de hojas durante la estacion seca. Pi_Abs engloba los cambios transitorios de
fluorescencia asociados con los cambios en la conformacion de la antena y sus fluctuaciones
y es un {ndice practico para utilizar en los estudios de estrés (Appenroth et al. 2001; Strasser
et al. 2000) y diagnoésticos fisiologicos (Strasser et al. 2000), este indice se correlaciona
positivamente con las tasas de asimilacion de CO, (van Heerden et al. 2003) y para
evaluacion de calidad forestal (Hermans et al. 2003). Como se esperaba, los Pi_Abs de las
hojas HS, sobre una base igual de clorofila (absorcion), fueron mas altos que las hojas HWS,
lo que indica que el rendimiento fotosintético es bajo en estas hojas debido a una reduccion
en la conservacion de energia desde que los fotones son absorbidos por la antena del PSII
hasta la reducciéon de Qs. Se han descrito resultados similares en las mismas especies
expuestas a un estrés de alta salinidad, lo que indica que una alta salinidad afecta al PSII

(Gonzalez-Mendoza et al. 2011).

La presencia de cristales de sal en las hojas de A. germinans también tuvo una
influencia sobre la temperatura de la hoja, como lo demuestra la temperatura
significativamente mds baja en hojas HS en comparacién con hojas HWS (Fig. 5) Una
disminucién en la temperatura de la hoja puede mejorar la fotosintesis en las especies de
manglar (Ball 1988), debido principalmente al hecho de que en condiciones tropicales, las
bajas tasas de transpiracion de Awvicennia no son suficientes para evitar que las hojas se
calienten por encima de la temperatura ambiente (Ball 1988), por lo tanto, la acumulacién
de sal en las hojas de A. germzinans puede no solo representar una forma de fotoproteccioén
en las hojas reduciendo la absorcién de la luz sino también una forma de proteger
térmicamente las hojas, evitando el efecto perjudicial del sobrecalentamiento. Por lo tanto,
aunque no son esenciales para la supervivencia de las plantas, los efectos sinérgicos e
interactivos de la disminucién simultanea de la temperatura de la hoja y la absorcion de la
luz afiaden un nuevo elemento a la capacidad fotoprotectora de esta especie en ambientes
intermareales tropicales. Aunque el efecto de otras estructuras epicuticulares y excreciones
tal como pelos y ceras ha sido estudiado en mayor profundidad (Morales et al. 2002;

Sheperd and Griffiths 20006), s6lo unos pocos estudios se han centrado en los efectos de
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los cristales de sal excretada (Mooney et al. 1977; Naidoo et al. 2011). Aunque esta estrategia
evolucioné principalmente como un mecanismo de tolerancia a la sal, en el caso de la
excrecion de sal de A. germinans, su papel demostrado en la prevencion de la fotoinhibicion
y el sobrecalentamiento cumple el concepto de "exaptacion" (Gould and Vrba 1982):
"Caracteristicas que actualmente mejoran la aptitud pero que especificamente no se han
desarrollado mediante selecciéon natural para su papel actual". Por lo tanto, en la
colonizacion de las playas, esta estrategia puede conferir una ventaja sobre otras plantas que
a pesar de excretar la sal no acumulan cristales en sus superficies foliares. Aun mas, esta
acumulacion diaria y estacional de sal, que aumenta la fotoproteccion en el manglar negro,
también representa uno de los pocos ejemplos de mecanismos fotoprotectores reversibles

entre plantas que funcionan conjuntamente con cambios en la demanda fotoprotectora.
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DISCUSION GENERAL






Discusion General

1. Antecedentes: fortalecimiento de la UNAN-Leon

LLa UNAN-Leon, tiene 7 facultades con diversas Licenciaturas e Ingenierfas con campus
en la capital Managua y en la ciudad de Ledon. El Departamento de Biologia es parte de la Facultad
de Ciencias y Tecnologfa de Leén, con un claustro de profesores de nuevo relevo generacional.
Una carencia de la UNAN es la deficiencia de doctores entre el profesorado. Es por ello, que el
fortalecimiento del departamento de Biologfa de la UNAN-Leén empez6 desde el 2008 con los
proyectos financiados por AECID y hermanamientos de las universidades del Sevilla, Pais Vasco
y La Laguna. Dentro de este objetivo de fortalecimiento, una de las lineas estratégicas era los
recursos humanos y formar gente preparada en el area de Ecofisiologia Vegetal. En este marco
surge una convocatoria para la formacién de dos doctorandos en tesis que se realizaran en la Isla
Juan Venado. Y la autora de la presente tesis doctoral fue una de las doctorandas seleccionadas

para esta aventura.
2. Mi experiencia personal: cdmo comenz6 todo

A pesar de vivir a escasos 20 kilometros de la Reserva de la isla Juan Venado no la
conocia. No sabifa qué era andar entre fango, no sabfa cémo eran las especies, no conocia nada
del ecosistema; solamente tenfa el deseo de aprender y trabajar, y ademas era una oportunidad
para seguir creciendo académicamente. Mi primera fase investigadora empezo6 en el area de
genética molecular, junto con los criterios taxonémicos para diferenciar las especies del género
Rhbizophora presentes en la isla (capitulo VI) y asi fue como comencé el camino para obtener el
titulo de Master (requisito para acceder al doctorado). En un principio, fue muy compleja la
busqueda tanto de un Master adecuado como la de la financiacién que me permitiria realizarlo.
Hasta que un dia recibi un e-mail donde me notificaban que habia sido seleccionada para el
Mister Oficial de Agrobiologia Ambiental de la Universidad del Pafs Vasco (UPV/ EHU) y
ademas consegui financiacion de la AECID para realizarlo. Tras un afio de trabajo finalicé el
trabajo fin de master dirigido por el Dr. José Ignacio Garcfa Plazaola. En este momento, Raquel
Esteban y Antonio Hernandez se comprometieron a guiarme durante todo el proceso de la
realizacion de la tesis y ser mi directora y director. Posteriormente, mediante financiaciéon de la
Universidad el Pafs Vasco pude realizar dos estancias de investigacion para poder realizar parte
del trabajo experimental de la presente tesis doctoral. A continuacion, se discuten los principales

resultados de la misma.
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3. Ambiente hostil en la Reserva Juan Venado y estrategias de supervivencia

En la Reserva Juan Venado se dan unas condiciones climaticas hostiles (alta radiacion,
alta salinidad del estero, altas temperaturas), que ademas estd marcada por la estacionalidad,
siendo la estacion seca de noviembre a abril y el resto de meses la estacion humeda. Esta
estacionalidad con poca o nada precipitaciéon durante parte del afio, provoca sequia estacional.
Es por ello, que en respuesta a esta estacionalidad se observaron cambios en la composicién de
las especies del bosque seco (capitulo 1V) y del manglar (capitulo V). Esto se ejemplifica en el
aumento de los pigmentos VAZ en la época seca en las especies del bosque seco (Annona glabra,
Gliricidia sepium y Simaronba amara), y en las del manglar A. germinans y R. mangle. En este
ecosistema la estacionalidad ademas de menor disponibilidad de agua conlleva un aumento de
las condiciones de salinidad, como se describié en el capitulo V. Esto implica una mayor
demanda de fotoproteccién, ya que este parametro es generalmente proporcional al nivel de
estrés luminico al que se exponen las hojas. (Niinemets et al. 2003; Logan et al. 1996; Tausz et
al. 2004). La estacionalidad también marca el funcionamiento diferencial en las dos estaciones,
como en A. germinans, que muestra diferencia en la eficiencia fotoquimica de sus hojas
dependiendo de la estacionalidad. Por lo que, las respuestas fotoprotectoras de las especies del
manglar y del bosque seco estan claramente influenciadas por las condiciones ambientales

impuestas por el clima tropical seco.

4. Las especies del manglar son tolerantes a la salinidad, pero presentan diferentes

grados de tolerancia

La salinidad del estero y a la que estan sometidas las especies del manglar es otro factor ambiental
hostil al que las especies de este ecosistema se enfrentan. Lo cual implica que las especies del
manglar tienen mecanismos de evasion y tolerancia para poder sobrevivir en sus estados mas
sensibles (como pueden ser los estadios iniciales) a la salinidad (Krauss et al. 2008). Y de hecho,
en la presente tesis se ha demostrado el cambio de estrategia de las especies dependiendo su
estadio de crecimiento (capitulo V). Es decir la salinidad 6ptima varfa con la edad de la plantula
(Kutchings and Saenger 1987). Por otro lado, al analizar el crecimiento y la respuesta a salinidades
crecientes, se demostrado en esta tesis doctoral (capitulo V y VII), que Avicennia germinans es uno
de los mangles mas tolerantes a la sal, tal y como estaba previamente descrito (Ball 1988).
Curiosamente, Rhizophora mangle fue la especie mas sensible a la salinidad, a pesar de que es la

especie que se encuentra con mayor influencia de las mareas y con ello de salinidad. Se observé
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diferencias en el funcionamiento de su aparato fotosintético en los diferentes tratamientos
empleados. Estos datos mostrados en la presente tesis doctoral apoyan la hipdtesis de la
naturaleza halofita facultativa de las especies arboreas que componen los manglares (Krauss and

Ball 2013) y que, por tanto, la salinidad no es requisito para el desarrollo de estas especies.

5. Plasticidad de las especies del manglar: respuesta morfolégica

La plasticidad fenotipica es una respuesta de las plantas a cambios ambientales, que se
observa en rangos fenotipicos que un genotipo puede expresar en funcién de su entorno
(Nicotra et al. 2010); es genéticamente controlada, heredable y de potencial importancia para la
evolucion de las especies (Bradshaw 2006; Lande 2009). A corto plazo, las respuestas plasticas
de los genotipos existentes seran de particular importancia para determinar persistencia de las
plantas a las condiciones ambientales, incluido los efectos del cambio global y a largo plazo
pueden tener consecuencias importantes para vias evolutivas (Ghalambor et al. 2007). Es por
ello que las plantas pueden adaptarse a las situaciones cambiantes, como puede ser las
condiciones ambientales de Reserva Juan Venado, mostrando plasticidad en sus respuestas
(Nicotra et al. 2010). Y, ademas, esta plasticidad puede verse a diferentes niveles como
bioquimico, morfolégico y fisiolégico, y manifestarse a nivel celular y en los 6rganos dentro de
cada individuo, (Nicotra et al. 2010). Un ejemplo de esta plasticidad fenotipica a nivel
morfolégico viene determinada por la acumulacion de sal en las hojas de Avicennia germinans,
dependiendo la hora del dia (capitulo VII). Aunque esta estrategia evoluciond principalmente
como un mecanismo de tolerancia a la sal, en este trabajo se demuestra su papel en la prevencion
de la fotoinhibicién y el sobrecalentamiento. Es decir, esta acumulaciéon de sal en las hojas tal y
como se ha demostrado en la presente tesis doctoral, no sélo representa una forma de
fotoproteccion en las hojas reduciendo la absorcion de la luz (a pesar que originalmente es un
mecanismo para expulsar sal) sino también una forma de proteger térmicamente, evitando el
efecto perjudicial del sobrecalentamiento. Por lo tanto, aunque esta plasticidad en las hojas no
es esencial para la supervivencia de las plantas, los efectos sinérgicos e interactivos de la
disminucién simultanea de la temperatura de la hoja y la absorcion de la luz afiaden un nuevo
elemento a la capacidad fotoprotectora de esta especie en ambientes intermareales tropicales.
Por lo tanto, en la colonizacién, esta estrategia puede conferir una ventaja sobre otras plantas

que a pesar de excretar la sal no acumulan cristales en sus superficies foliares.
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5.1 Plasticidad de las especies del manglar: respuesta bioquimica

Los tocoferoles, que se encuentran en la naturaleza en cuatro formas a, 8, v, y 8, juegan
un papel fundamental en plantas en la protecciéon del complejo fotosintético (Schneider 2005).
Recientes estudios han revelado que la funcién mas importante que juegan los tocoferoles es la
proteccion de las plantas frente el estrés fotooxidativo y la fotoinhibicién (Havaux et al. 2005).
El a-tocoferol es el mas abundante en los 6rganos fotosintéticos como las hojas y en la
membrana tilacoidal del cloroplasto (Munné-Bosh 2005, Munné-Bosch 2019) y esta asociado
con un papel protector a condiciones de estrés hidrico y alta radiaciéon (Szymanska and Kruk

2008c). Mientras el y-tocoferol es un precursor del a-tocoferol, en estudios realizado en plantas

mutantes bajo condiciones de salinidad el contenido de y-tocoferol aumenta mejorando asi la
tolerancia a la desecacion de las plantas ayudando a combatir los efectos por la pérdida de agua
en las primeras etapas del déficit hidrico al que esta siendo sometida la planta al estar en un

entorno salino (Abassi et al. 2007). En esta tesis doctoral se ha descrito la acumulacién de y-toc

en lugar de a-toc en Rhizophora, podria representar una respuesta al estrés salino (capitulo V' y
VI). La naturaleza plastica en respuesta a la salinidad e irradiancia creciente se ve reflejada en los
ajustes de los contenidos foliares de y-tocoferol en la especie R. mangle. En esta tesis doctoral se
ha comprobado que las tres especies de Rhizophora muestran distinto contenido total de tocoferol
y diferente proporcion entre los distintos tipos de tocoferol, si bien el hecho de que la cantidad
de a-tocoferol sea similar en las tres especies indicaria que estan sometidas a un nivel similar de
estrés oxidativo. Por otra parte resulta importante sefialar que el diferente contenido de las
formas de tocoferol presentes en las distintas especies de Rhizophora podria utilizarse como
herramienta de identificacion inter-especifica, principalmente para separar a R. harrisonii y R.

racemosa como especies (Capitulo VI).
6. Importancia de la presente tesis doctoral

Este trabajo tiene importancia académica, ambiental y social. En lo académico para
formacion personal y poder transmitir los conocimientos adquiridos en esta trayectoria. Como
el dar a conocer que pese a que las especies del manglar estan en su habitat natural presentan
determinados mecanismos de protecciéon para sobrellevar las condiciones adversas del clima seco

que caracteriza la region del Pacifico de Nicaragua. Entre esos mecanismos esta la fotoproteccion
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que es clave fundamental ya que los pigmentos biomarcadores de estrés orientarfa a tomar
futuras gestiones y decisiones adecuadas para el mantenimiento y conservacion de tan preciado
ecosistema del manglar, involucrando a las comunidades aledafias a la Reserva de Juan Venado;
Las Pefiitas y Salinas Grandes, fomentando una educacién ambiental para todas las edades donde

se promueva el cuido y uso de manera racional los recursos que ofrece el manglar.
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Conclusiones generales

II.

III.

IV.

VL

VII.

1. CONCLUSIONES GENERALES
Los principales hallazgos proporcionados por este trabajo se resumen de la siguiente manera:

Las especies del bosque seco mostraron plasticidad fenotipica de respuesta de los pigmentos
del aparato fotosintético a los cambios ambientales de radiacién y estacionalidad. Es de
destacar, el funcionamiento del ciclo LxL en algunas de las especies del bosque seco.

La salinidad reduce proporcionalmente el numero de esporas de HFMA, indicandonos que
la salinidad del suelo del manglar puede ser un factor decisivo y limitante en el
establecimiento y éxito de la micorrizacion.

La salinidad afecta a la capacidad de respuesta fenotipica de las especies del bosque de mangle
de manera diferencial. Las especies responden con gran plasticidad mediante atributos
fisiolégicos inter-especificos, los cuales cambian dependiendo del estadio de desarrollo de la
especie.

La naturaleza hal6fila estricta (indispensable para el correcto funcionamiento) o facultativa
de las especies varfa dependiendo de su estado de desarrollo.

Rizophora mangle es una especie haldfita facultativa, la sal no es requerimiento para su
crecimiento, aunque si es un requerimiento ecoldgico, representando su tolerancia a la
salinidad una ventaja adaptativa sobre otras plantas. Su naturaleza plastica en respuesta a la
salinidad e irradiancia creciente se ve reflejada en los ajustes de los contenidos foliares de y-
tocoferol.

Las tres especies pertenecientes al género Rhizophora presentan caracteristicas fenotipicas
similares, y por eso en este trabajo se propone el contenido de tocoferoles como herramienta
de identificacién inter-especifica, principalmente separar a R. harrisonii y R. racemosa como
especies.

Una de las adaptaciones plasticas de la especie 4. germinas a las condiciones ambientales del
manglar es la acumulacion de sal sobre sus hojas. Esto reduce la luz absorbida; mejorando la
eficiencia y rendimiento fotoquimico de las hojas; representando una forma de
fotoproteccion. De igual forma protege térmicamente las hojas, evitando el efecto perjudicial
del sobrecalentamiento. Aunque los cristales de sal no son esenciales para la supervivencia
de las plantas, los efectos sinérgicos e interactivos afiaden un nuevo elemento a la capacidad

fotoprotectora de esta especie en ambientes intermareales tropicales.
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Anexo

ANEXO I.

Definicion de términos y formulas para los parametros de OJIP usado para el andlisis de la
curva de induccion de la fluorescencia de la clorofila a, Figura 6 y Tabla 1, basados en las
férmulas de Strasser et al. (2000, 2004) del capitulo V.

Datos extraidos de la fluorescencia transitoria registrada en OJIP

Ft Fluorescencia en tiempo real

Fo = Fsops Intensidad de fluorescencia minima a 50 ps, cuando todos
los centros de reaccién (RCs) estan abiertos.

Fi =Fams Valor de fluorescencia a 2 ms (Fase-J))

Fi =F3oms Valor de Fluorescencia a 30 ms (Fase-I)

Fm =Fp=F1s Valor de fluorescencia méxima, cuando todos los centros

de reaccidn estan cerrados.

Parametros de fluorescencia derivados de los datos extraidos.

V. =(F-Fo)/(Fm-Fo) Fluorescencia de clorofila (Chl) variable
relativa en el tiempo total (de Foa Fum)

\Y =(Fs-Fo)/(Fm-Fo) Fluorescencia de Chl variable relativa a 2 ms
(fase- J)

Vi =(Fi-Fo)/(Fm-Fo) Fluorescencia de Chl variable relativa a 30 ms
(fase- )

Flujos de energia especificos por centro de reaccion

(donde TR, ABS y ET denotan los flujos de energia excitacién, de absorcion y la velocidad de
transporte de electrones respectivamente)

ABS/RC (Mo/ V) Ful (Fm—Fo) Flujo especifico para absorcidn: flujo de absorcion por RC.
También una medida del tamafio aparente de la antena PSl|

TRo/RC Mo/V; Flujo especifico para atrapar: flujo de energia atrapada por
RC que resulta en la reduccion de QA a QA-

ETo/RC  (Mo/Vy)(1-V)) Flujo especifico para el transporte de electrones: flujo de
transporte de electrones por RC

DIo/RC  (Mo/Vy)(Fo/Fv) Flujo especifico para la disipacion: la energia de excitacion
se disipa, principalmente como calor y menos como emision
de fluorescencia por RC

Rendimientos cuénticos o relacion de flujo

Pro Fu/Fm Producto cuantico méximo de la fotoguimica primaria:
representa la probabilidad de que un fotdn absorbido quede atrapado
por el RC y se use para la fotoquimica primaria.
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¥, 1-V; Eficiencia con la que un exciton atrapado puede mover un electrén
después de QA.
Peo (1-(Fo/Fm)). Wo  El rendimiento cuantico de electrones: Probabilidad de un foton
absorbido mueva un electrén a la cadena de transporte
Poo 1- @po—(Fo/Fwm) Producto cuéntico maximo de disminucion de excitacion fotoquimica
Plass  [RC/ABS][TRo/(ABS-TRo)][ETo/(TRo- indice de rendimiento (potencial) para la
ETo) conservacion de energia de fotones

absorbidos por el fotosistema Il a la reduccion
de aceptores de electrones entre sistemas
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