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ABSTRACT. Coralline algae form abundant and ecologically important submerged aquatic vegetation habitats throughout the world. However,
algal performance is threatened by climate change and ocean acidification. Previous studies suggest that their photosynthetic performance will
be compromised mainly at elevated temperatures. Understanding the impact of diverse climate change scenarios requires a clear and thorough
comprehension of the photosynthetic response to temperature gradients. The objective of this study was to evaluate the short-term effect of
temperature (10-35 °C) on the gross photosynthesis (GPS), respiration, and electron transport rates (ETRs) of 3 articulated coralline algae
(Lithothrix aspergillum, Corallina officinalis, and Bossiella orbigniana) for a better understanding of their metabolism and to investigate the
relationship between GPS and ETR as a function of temperature. The results showed that the coralline algal metabolism is highly sensitive to
temperature, but responses were species-specific and can be related to their light adaptation/acclimation; the high-light-adapted L. aspergillum
was least negatively affected. The photosynthesis to respiration ratio was optimal between 20 and 25 °C according to the local thermal regime
but was significantly reduced toward higher temperatures, indicating strong carbon imbalances and highlighting the relevance of thermal stress
for coralline algal performance. A strong correlation between GPS and ETR was found between 10 and 30 °C in all species, but both above
saturation irradiances and at elevated temperatures (=30 °C), a clear deviation from linearity occurred. This suggests that ETR is not a good
proxy to estimate photosynthetic activity under light or thermal stress. This information should be useful for studies implementing global
change scenarios and pulse amplitude modulated (PAM) fluorometry in coralline algae.

Key words: coralline algae, PAM fluorescence, photosynthesis, temperature.

RESUMEN. Las algas coralinas forman habitats vegetales sumergidos, ecoldgicamente importantes y abundantes, alrededor del mundo. El
desempefio algal, no obstante, estd amenazado por el cambio climatico y la acidificacion del océano. Estudios previos han sugerido que su
desempefio fotosintético estara comprometido, principalmente a elevadas temperaturas. El entendimiento del impacto de diversos escenarios
del cambio climatico requiere comprension exhaustiva de la respuesta fotosintética a los gradientes de temperatura. Este estudio evalud el efecto
a corto plazo de la temperatura (1035 °C) en la fotosintesis bruta (FSB), la respiracion y la tasa del transporte de electrones (TTE) de 3 espe-
cies de algas coralinas articuladas (Lithothrix aspergillum, Corallina officinalis y Bossiella orbigniana) para entender mejor su metabolismo e
investigar la relacion entre la FSB y la TTE en funcién de la temperatura. Los resultados mostraron que el metabolismo coralino es altamente
sensible a la temperatura, pero las respuestas fueron especificas para cada especie y pueden estar relacionadas con su aclimatacion/adapta-
cion luminica; L. aspergillum, alga adaptada a alta luz, fue la menos afectada negativamente. La razon fotosintesis: respiracion fue dptima a
20-25 °C, segun el régimen térmico local, pero se redujo significativamente a temperaturas altas; esto indica fuertes desbalances de carbono y
resalta la relevancia del estrés térmico para el desempefio fotosintético coralino. Se encontrd una fuerte correlacion entre la FSB y la TTE entre
los 10 y 30 °C para todas las especies, pero se observd una clara desviacion de esta linealidad por encima de las irradiancias de saturacion y a
temperaturas elevadas (=30 °C). Lo anterior sugiere que la TTE no es un buen indicador de la actividad fotosintética bajo condiciones de estrés
luminico o térmico. Esta informacion deberia ser util para estudios que implementen escenarios de cambio global y fluorometria de pulso de
amplitud modulada (PAM) en algas coralinas.

Palabras clave: algas coralinas, fluorescencia PAM, fotosintesis, temperatura.
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INTRODUCTION

Coralline algae are abundant and ecologically important
aquatic vegetation in coastal areas around the world (Foster
2001). These algae establish large, dense beds in several
regions of the world, including the Gulf of California, and
dense mats in rocky shores in the North Pacific and North
Atlantic, forming important micro- and macrohabitats for
invertebrates and algae (Foster 2001, Steller et al. 2003).
Furthermore, coralline algae are a major component of the
diet or settling substrata of commercially important fishery
resources such as lobsters and abalone (Jernakoff et al. 1993,
Linnane et al. 2000). Due to their abundance and ability to
calcify, coralline algae are recognized as key components
of carbon cycles in shallow coastal waters (Chisholm 2000,
Martin et al. 2006). The calcium carbonate skeleton of these
algae serves as a physical defense and plays an important role
in their light absorption (Vasquez-Elizondo and Enriquez
2017), but it also makes coralline algae vulnerable to ocean
acidification (Diaz-Pulido et al. 2012). An increasing body
of evidence indicates that thermal stress severely affects
coralline algae performance (Martin and Gattuso 2009,
Vasquez-Elizondo and Enriquez 2017).

Photosynthetic rates of coralline algae have been gen-
erally investigated using gas-exchange procedures. Pulse
amplitude modulated (PAM) fluorometry represents a clear
advantage to traditional methods due to its versatility, nonin-
trusive nature, and rapid evaluation of photosynthetic activity
(Maxwell and Johnson 2000). In PAM fluorometry, chloro-
phyll a fluorescence associated with photosystem II (PSII) is
used to assess primary reactions and quenching mechanisms
of the photosynthetic apparatus (Maxwell and Johnson 2000,
Longstaff et al. 2002, Beer and Axelsson 2004). In addition,
the electron transport rate (ETR) from PSII to photosystem
I (PSI) can be calculated and used as a proxy for photosyn-
thesis, but its effectiveness depends on the linearity between
ETR and the carbon dioxide—oxygen evolution (Franklin and
Badger 2001, Beer and Axelsson 2004).

In land vegetation, especially in C, plants, ETR and carbon
uptake generally maintain a linear relationship (Edwards and
Baker 1993), while in marine macrophytes, the relationship
between gross photosynthesis (GPS) and ETR is generally
species-specific and varies as a function of light acclima-
tion, temperature, and nitrogen availability (Cabello-Pasini
et al. 2000, Figueroa et al. 2003, Cabello-Pasini and Figueroa
2005). For example, the GPS vs. ETR relationship is linear in
Ulva rigida and Macrocystis pyrifera, but it deviates at high
irradiance in Ulva fasciata (Carr and Bjork 2003, Colombo-
Pallotta et al. 2006). Only one study demonstrated a linear
association between the GPS and the relative ETR of the
rhodolith Phymatolithon lusitanicum (Sordo et al. 2020).
Therefore, extensive research is needed to evaluate the utility
of the ETR in coralline algae.

The fixation of carbon dioxide in marine macrophytes is
mainly dependent on irradiance, temperature, and nutrient
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INTRODUCCION

Las algas coralinas son vegetacion acudtica abundante y
ecologicamente importante en zonas costeras alrededor del
mundo (Foster 2001). Estas algas llegan a formar mantos
densos en diferentes regiones del mundo, incluido el golfo
de California, o bien, tapetes densos que forman importantes
micro y macro hébitats para invertebrados y otras algas en las
costas rocosas del Pacifico Norte y el Atlantico Norte (Foster
2001, Steller et al. 2003). Asimismo, las algas coralinas son
el mayor componente de la dieta y/o sustrato para el asenta-
miento de organismos de pesquerias importantes como las
langostas y el abulon (Jernakoff et al. 1993, Linnane et al.
2000). Debido a su abundancia y habilidad para calcificar, las
algas coralinas son reconocidas como organismos clave en el
ciclo del carbono en aguas someras costeras (Chisholm 2000,
Martin et al. 2006). El esqueleto de carbonato de calcio de
estas algas les sirve como proteccion fisica y juega también
un papel importante en el proceso de absorcion de luz
(Vasquez-Elizondo y Enriquez 2017), pero las hace vulnera-
bles a la acidificacion del océano (Diaz-Pulido et al. 2012).
La evidencia creciente sugiere que el estrés térmico afecta
considerablemente el desempefio general de las algas cora-
linas (Martin y Gattuso 2009, Vasquez-Elizondo y Enriquez
2017).

Las tasas fotosintéticas de las algas coralinas han sido
usualmente investigadas con técnicas de intercambio gaseoso.
La fluorometria de pulso de amplitud modulada (PAM) repre-
senta una ventaja clara sobre los métodos tradicionales debido
a su versatilidad, naturaleza no intrusiva y evaluacion rapida
de la actividad fotosintética (Maxwell y Johnson 2000). En la
fluorometria PAM, la fluorescencia de la clorofila a asociada
al fotosistema II (FSII) se utiliza para determinar las reac-
ciones primarias y los mecanismos de decaimiento en el
aparato fotosintético (Maxwell y Johnson 2000, Longstaff et
al. 2002, Beer y Axelsson 2004). Ademas, la tasa del trans-
porte de electrones (TTE) del FSII al fotosistema I (FSI)
puede ser calculada y utilizada como indicador de la tasa
fotosintética, pero su efectividad depende de la linealidad que
exista entre la TTE y la evolucién del didxido de carbono-
oxigeno (Franklin y Badger 2001, Beer y Axelsson 2004).

En la vegetacion terrestre, particularmente en plantas C,,
la TTE y la fijacién de carbono mantienen una relacion lineal
(Edwards y Baker 1993), mientras que en las macrofitas
marinas, la relacion entre la fotosintesis bruta (FSB) y la TTE
generalmente depende de la especie y puede variar en funcion
de la aclimatacién luminica, la temperatura y la disponibi-
lidad de nitrogeno (Cabello-Pasini et al. 2000, Figueroa et
al. 2003, Cabello-Pasini y Figueroa 2005). Por ejemplo, la
FSB y la TTE mantienen una relacion lineal en Ulva rigida
y Macrocystis pyrifera pero se desvia a altas irradiancias
en Ulva fasciata (Carr y Bjork 2003, Colombo-Pallotta et
al. 2006). Solo un estudio demostrd una asociacion lineal
entre la FSB y la TTE relativa en el alga coralina (rodolito)
Phymatolithon lusitanicum (Sordo et al. 2020). Debido a ello,
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levels (Falkowski and Raven 2007). In coastal shallow envi-
ronments, marine macrophytes are exposed to daily and sea-
sonal fluctuations in temperature, which induce variation in
photosynthetic rates, as well as pigment, protein, and fiber
contents (Cabello-Pasini et al. 2003, 2004). As a conse-
quence, algae exposed to fluctuating conditions are expected
to suffer less from the adverse effects of environmental vari-
ation (Martone et al. 2010, Williamson et al. 2017). The tem-
perature effect on coralline algae physiology is well studied,
but little is known about this effect on the ETR. Short-term
increases in natural temperature regimes increase photosyn-
thetic rates, but this varies among species, light acclimation
and exposure times (Guy-Haim et al. 2016, Vasquez-Elizondo
and Enriquez 2016), whereas thermal stress typically induces
a loss in performance (Martin and Gattuso 2009, Webster et
al. 2011).

A detailed description of the photosynthetic response to
temperature gradients will increase our ability to understand
different response mechanisms and to interpret more complex
and diverse scenarios. The ability to rapidly evaluate the pho-
tosynthetic response (i.e., ETR) can benefit future research
after the limitations of this approach are defined. Conse-
quently, the objective of this study was to simultaneously
evaluate the short-term effect of temperature (10-35 °C) on
the photosynthesis, respiration, and ETR of 3 articulated cor-
alline algae from the Pacific North Coast of Mexico while
evaluating the relationship between the ETR and GPS.

MATERIALS AND METHODS
Biological material

Samples of the articulated coralline algae Lithothrix
aspergillum, Corallina officinalis, and Bossiella orbigniana
were collected in the intertidal zone of Punta Morro,
Ensenada, Baja California, Mexico, in March 2006. Sea-
water temperature was between 17 and 20 °C, and the sur-
face irradiance reached 1,000-1,200 umol quanta-m2-s! at
noon on sunny days. The collected material was transported
to the nearby laboratory of the Autonomous University of
Baja California (UABC). Samples were cleaned of epiphytes,
rinsed, and placed in 20-L containers with filtered seawater
(0.45 pm) at 20 °C, with constant aeration to promote water
circulation, and at 80 pmol quanta-m?-s!. The water was
changed every 12 h. All experiments were conducted within
2 days after sample collection.

Oxygen evolution and chlorophyll a fluorescence

Simultaneous measurements of oxygen and chlorophyll
a fluorescence were performed on the algae thalli. Oxygenic
photosynthetic rates were determined using polarograph-
ically measured rates of steady-state oxygen evolution on
apical thalli segments (n = 4, =0.05-0.10 g fresh weight). All
measurements were conducted in 5-mL jacketed chambers
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es necesario realizar investigaciones extensivas para evaluar
la utilidad de la TTE en las algas coralinas.

En las macroéfitas marinas, la fijacion del dioxido de
carbono depende principalmente de la irradiancia, la tempera-
tura y los niveles de nutrientes (Falkowski y Raven 2007). En
ambientes someros costeros, las macrofitas estan expuestas
a fluctuaciones diarias y estacionales de temperatura, lo que
induce una variacion en sus tasas fotosintéticas, pero también
en su pigmentacion, contenido proteico y contenido de fibras
(Cabello-Pasini et al. 2003, 2004). En consecuencia, se espe-
raria que algas expuestas a estas condiciones fluctuantes
sufrieran menos debido a los efectos adversos de estas varia-
ciones ambientales (Martone et al. 2010, Williamson et
al. 2017). El efecto de la temperatura sobre la fisiologia de
las algas coralinas ya ha sido estudiado, pero poco se sabe
sobre su efecto en la TTE. Los incrementos a corto plazo
de temperatura bajo los regimenes naturales incrementa las
tasas fotosintéticas, pero depende de la especie, su aclima-
tacion luminica y el tiempo de exposicion (Guy-Haim et al.
2016, Vasquez-Elizondo y Enriquez 2016), mientras que un
estrés térmico induce tipicamente una pérdida de su desem-
pefio (Martin y Gattuso 2009, Webster et al. 2011).

Una descripcion detallada de la respuesta fotosintética
frente a gradientes de temperatura incrementara la habilidad
para entender los distintos mecanismos de respuesta e inter-
pretar escenarios mas complejos y diversos. La habilidad para
evaluar la respuesta fotosintética de manera rapida (i.e., TTE),
por otro lado, puede beneficiar investigaciones futuras solo si
se conocen sus limitaciones. Consecuentemente, el objetivo
de este estudio fue evaluar simultaneamente el efecto a corto
plazo de la temperatura (10-35 °C) sobre la fotosintesis, la
respiracion y la TTE de 3 especies de algas coralinas articu-
ladas de la costa Pacifico Norte de México mientras se evalud
la relacion entre la TTE y la FSB.

MATERIALES Y METODOS
Material Biologico

Se recolectaron muestras de las algas coralinas articu-
ladas Lithothrix aspergillum, Corallina officinalis y Bossiella
orbigniana en la zona intermareal de punta Morro, Ensenada,
Baja California, México, durante marzo de 2006. La tempera-
tura superficial del agua de mar oscild entre los 17y 20 °Cy
la irradiancia superficial alcanzé los 1,000-1,200 umol cuan-
tos'm+s! al atardecer en dias soleados. El material recolec-
tado se transport6 al laboratorio cercano de la Universidad
Auténoma de Baja California (UABC). Los organismos
epifitos fueron eliminados de las muestras, y las algas se enjua-
garon con agua de mar y se colocaron en contenedores de 20 L
con agua de mar filtrada (0.45 pm) a 20 °C, con aeracion cons-
tante para promover la circulacion de agua, y a una intensidad
de luz de 80 pmol cuantos'm2-s!. Se realizaron recambios de
agua cada 12 h. Todos los experimentos se realizaron en un
lapso de no mas de 2 dias después de la recolecta de muestras.
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(Rank brothers; Cambridge, UK) where temperature was
controlled using a water-circulating bath (ISOTEMP 10168,
Fisher Scientific; Hampton, New Hampshire, USA; stability
0.5 °C). A preincubation period in darkness (0.5 h) at the
experimental temperature was applied by placing the algae in
50-mL tubes filled with filtered seawater in the water-circu-
lating bath system reservoir. Oxygen evolution was recorded
for 8-10 min from darkness (respiration) through a series
of increasing irradiances (0 to 960 umol quanta-m=-s™)
using neutral density filters (Lee filters; Osram, UK) placed
in front of the light source (Quartzline 300 W). An exper-
imental determination (a photosynthesis—irradiance curve
of 0-960 pmol quanta-m?-s!) was performed in the same
experimental segment to ensure that the response was due to
the light history. The oxygen concentration was maintained
between 20% and 40% by bubbling the water in the chambers
with nitrogen (N,) at the beginning of the light curve, when
no water exchange was used. Irradiance values within the
chambers were determined using a miniature PAR quantum
sensor (Diving PAM; Walz, Germany) previously calibrated
against a cosine-corrected sensor (LI-190SA) connected to a
portable radiometer (LI-1400, LI-COR; Lincoln, Nebraska,
USA). The maximum photosynthesis (P,,,,) was calculated
from the average maximum values above saturating irradi-
ances, and the initial slope of the photosynthesis vs. irradi-
ance (P-E) curve (o) was determined using a least-square
regression analysis for the values under saturating irradi-
ance showing a linear response to irradiance of each inde-
pendent curve. The saturating irradiance (E,) was determined
as the ratio between P, and a. The metabolic coefficient Q,,
was calculated as the ratio of average metabolic activity at a
given final temperature (T °C + 10) to the average metabolic
activity at a given initial temperature as long as the response
was linear.

In vivo chlorophyll fluorescence of PSII was determined
(n = 4) using a portable PAM fluorometer (Diving PAM;
Walz, Germany) simultaneously during oxygen evolution
measurements by introducing miniature fiber optics (Diving
F1, Walz) into the oxygen chambers and keeping it at a 45°
angle from the thalli throughout the experiments. The 2-mm
diameter fiber optics was translucent to prevent shading of
the thalli by the fiber. Basal fluorescence (F,) and maximum
fluorescence (F,,) in dark-acclimated samples (0.5 h) were
determined before and after applying a saturating actinic
light pulse (>3,000 pmol quanta-m s, 0.8 s), respectively.
Variable fluorescence (F,) was determined as the difference
between F,, and F , and maximum photochemical efficiency
(F,/F,,) was calculated (Schreiber 2004). Similarly, the pho-
tochemical efficiency or effective quantum yield of PSII
(AF/F,) was determined in light-acclimated thalli at each
experimental irradiance after light steady oxygen evolution.
ETR was determined as follows:

ETR (umol electrons'm2-s ) =E - A - 0.15 - AF/F, , (1)
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Evolucion de oxigeno y fluorescencia de la clorofila a

Se realizaron mediciones simultaneas de oxigeno y fluo-
rescencia de la clorofila a en el talo de las algas. Las tasas
de fotosintesis oxigénica se determinaron polarograficamente
mediante las tasas de evolucion de oxigeno en estado esta-
cionario en segmentos apicales del talo (n = 4, ~0.05-0.10 g
peso fresco). Todas las mediciones se realizaron en camaras
de incubacion de 5 mL (Rank Brothers; Cambridge, Reino
Unido) conectadas a un bafio recirculador para controlar la
temperatura (ISOTEMP 10168, Fisher Scientific, Hampton,
New Hampshire, EE. UU.; estabilidad 0.5 °C). Se realiz6 una
pre-incubacion en oscuridad (0.5 h) a la temperatura experi-
mental colocando las algas en tubos de 50 mL con agua de
mar filtrada y puestos en el reservorio de agua del bafio recir-
culador. La evolucion de oxigeno se registrd por al menos
8—10 min en cada paso de oscuridad/luz desde la oscuridad
(respiracion) y durante una serie de incrementos de irra-
diancia (0-960 pumol cuantos'm2's™') utilizando filtros de
densidad neutra (Lee filters; Osram, Reino Unido) colocados
frente a lamparas de haldgeno (Quartzline 300 W). Una deter-
minacion experimental (una curva fotosintesis-irradiancia
de 0-960 pmol cuantos'm>-s') fue realizada en el mismo
segmento experimental para asegurar que respondia en conse-
cuencia de la historia de luz. La concentracion de oxigeno
se mantuvo entre el 20% y el 40% de la saturacion burbu-
jeando el agua con nitrogeno (N,) al principio de las determi-
naciones, que se realizaron sin recambio de agua. Los valores
de irradiancia dentro de la cdmara se obtuvieron utilizando un
sensor de luz miniatura PAR (Diving PAM; Walz, Alemania)
calibrado previamente contra un sensor coseno (LI-190SA)
conectado a un radiometro portatil (LI-1400, LI-COR;
Lincoln, Nebraska, EE. UU.). La tasa maxima de fotosintesis
(P...x) se calculd como el promedio de los valores maximos
por encima de la saturacion de luz, y la pendiente inicial de
la curva fotosintesis-irradiancia (o) se determind mediante un
analisis de regresion por minimos cuadrados utilizando los
valores de fotosintesis por debajo de la saturacion de luz que
mostraran una respuesta lineal en funcion de la irradiancia
de cada curva individual. La irradiancia de saturacion (E,) se
determind como la razon entre la P, y a. Adicionalmente, se
calculo el coeficiente metabolico Q,, como la razén entre el
promedio de la actividad metabolica a una temperatura final
(T °C + 10 °C) a la actividad metabolica promedio inicial,
siempre y cuando la respuesta fuese lineal.

Se determino la fluorescencia de la clorofila a del FSII
in vivo (n = 4) con un fluorometro PAM portatil (Diving
PAM; Walz, Alemania) de manera simultanea a la evolucion
de oxigeno introduciendo una fibra dptica miniatura (Diving
F1, Walz) en las camaras de incubacién y manteniéndola a
45° del tejido durante los experimentos. La fibra optica de
2 mm era translicida, lo que evitd el sombreado del talo
durante la determinacion. Se determin6 la fluorescencia basal
(F,) y la fluorescencia maxima (F,) en muestras aclimatadas
a oscuridad (0.5 h) antes y despuies de aplicar un pulso de
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where absorptance, A,.g, 1S the fraction of incident light
absorbed by the algal thalli between 400 and 700 nm, E is the
irradiance reaching the thalli, and 0.15 is the fraction of A,y
directed to PSII used for red macroalgae (Orzymski et al.
1997). Absorbance and transmission in the algae thalli was
calculated as described in Vasquez-Elizondo et al. (2017).
Additionally, reflectance in coralline algae is considerably
high compared to other non-calcifying algae, resulting in
an absorption between 45% and 85% of the incident light,
depending on thalli thickness and pigmentation, and a stan-
dard value of 0.7 for A,,z was used (median value, see
Vasquez-Elizondo and Enriquez 2017). The maximum ETR
values, the initial slope of the ETR vs. irradiance curve, and
the saturation irradiance for the ETR (E, p1z) were calculated
as previously described for the oxygen evolution curves. The
algal dry weight (DW) was determined on an analytical scale
after drying the algae for 48 h at 60 °C.

Statistical analysis

Differences in photosynthetic parameters (GPS, ETR) as
a function of temperature were evaluated using a one-way
analysis of variance after testing for normality and homosce-
dasticity. All pairwise multiple comparisons were conducted
using Tukey’s test. If necessary, nonparametric Kruskal—
Wallis tests were conducted. The significance of the cor-
relation between ETR and GPS was tested using Pearson’s
correlations. The significance level was established at P <
0.05. All statistical analyses were conducted in JAMOVI.

RESULTS

Temperature significantly affected the photosynthetic
parameters calculated from the P-E curve (Fig. 1, S1) in all
coralline algae studied (P < 0.05; Tables 1, S1). In general,
P....» dark respiration (Rp), a, and E, increased linearly with
increasing temperature to an optimum, followed by a strong
decrease at higher temperatures (Fig. 1). The responses to
temperature were species-specific, and the calculated meta-
bolic rates showed distinct physiological thresholds. A linear
increase in P, with increasing experimental temperature
up to a maximum value was observed from 10 to 30 °C in
L. aspergillum and from 10 °C to 20-25 °C in the remaining
species (Fig. la). The maximum P_, values were 269.3
(£60.8), 139.7 (£63.6), and 80.0 (£10.9) pmol O,g DW'-h"!
for L. aspergillum, C. officinalis, and B. orbigniana, respec-
tively. After this maximum value, P, decreased substan-
tially: 4-, 3-, and 12-fold for L. aspergillum, C. officinalis,
and B. orbigniana, respectively. In general, R, (Fig. 1b)
increased linearly over the full range of experimental tem-
peratures in L. aspergillum and C. officinalis and reached
a maximum at 30 °C in B. orbigniana (with a dramatic
increase from 25 to 30 °C), followed by a strong decrease
at 35 °C. The highest R;, values were approximately 73.7
(£2.0), 61.3 (x15.4), and 41.5 (£13.7) pmol O,-g DW!-h!
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luz saturante (>3,000 pmol cuantos'm2s7!, 0.8 s), respecti-
vamente. La fluorescencia variable (F,) se determindé como la
diferencia entre la F,, y la F,, y se calcul¢ la eficiencia foto-
quimica maxima (F,/F,,) (Schreiber 2004). De forma similar,
la eficiencia fotoquimica o cosecha cuantica efectiva del FSII
(AF/F,)") se determind en los talos aclimatados a cada irra-
diancia experimental después de haber alcanzado su estado
estacionario de oxigeno. La TTE se determind como sigue:

TTE (umol electrones'm2:s ') =E - Ay, - 0.15 - AF/F , (1)

donde la absortancia, Ay, €s la fraccion de luz incidente
absorbida por el talo entre los 400 y 700 nm, E es la irra-
diancia de llega al talo y 0.15 es la fraccion de A,y redirigida
al FSII para algas rojas (Orzymski et al. 1997). La absorcion
y la transmision de los fragmentos experimentales se calculd
de acuerdo con Vasquez-Elizondo et al. (2017). Dado que la
reflectancia en las algas coralinas es considerablemente alta
comparada con otras macroalgas no calcificantes, la absor-
cioén puede variar entre un 45% y 85% de la luz incidente,
segun el grosor del tejido y la pigmentacion, y por tanto en
el presente estudio se utilizd un valor estandar de A,z de
0.7 (valor de la mediana, ver Vasquez-Elizondo y Enriquez
2017). Los valores maximos de la TTE, la pendiente inicial
de la curva TTE-irradiancia y la irradiancia de saturacion del
TTE (E, 1) se calcularon como se describié previamente
para las curvas de la evolucion de oxigeno. El peso seco (PS)
de las muestras se determino en una balanza analitica después
de secar las algas por 48 h a 60 °C.

Analisis estadisticos

Se evaluaron las diferencias en los parametros fotosin-
téticos (FSB, TTE) en funcién de la temperatura mediante
pruebas de analisis de variancia de una via después de corro-
borar la homocedasticidad y normalidad en los datos. Se utili-
zaron pruebas multiples pareadas de Tukey para determinar
diferencias entre grupos. Cuando fue necesario, se realizaron
pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis). La significancia de
la correlacion entre la FSB y la TTE se determiné mediante
correlaciones de Pearson. El nivel de significancia se esta-
blecié a P> 0.05. Todas las pruebas estadisticas se realizaron
con el software JAMOVI.

RESULTADOS

La temperatura afectd significativamente los para-
metros fotosintéticos derivados de las curvas fotosinte-
sis-irradiancia (P-E) (Fig. S1) en todas las algas coralinas
estudiadas (P < 0.05; Tablas 1, S1). De manera general, la
P....» la respiracion en oscuridad (Ry), a, y la E, se incremen-
taron de manera lineal con los incrementos de temperatura
hasta un 6ptimo, seguido de un fuerte decremento a tempera-
turas elevadas (Fig. 1). Las respuestas observadas frente a la
temperatura fueron especificas para cada especie, y las tasas
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for L. aspergillum, C. officinalis, and B. orbigniana, respec-
tively. The initial slope of oxygen evolution (a,,,, Fig. 1c)
showed a similar trend to P,,, and Rp; it increased with
increasing temperature to a maximum, from 10 to 30 °C in
C. officinalis and B. orbigniana and at 35 °C in L. asper-
gillum (Fig. 2¢). E, showed a similar response among the spe-
cies to increasing temperature and was generally higher for
L. aspergillum, particularly between 20 and 25 °C (Fig. 1d).
In C. officinalis, E, increased in samples incubated from 10
to 20 °C, followed by a significant decrease and stabilization
from 25 to 35 °C. In the remaining species, E, increased from
10 °C to a maximum at 25 °C in B. orbigniana and 20 °C in
L. aspergillum, followed by a strong decrease. The photo-
synthesis to respiration (P:R) ratios for all species were rel-
atively high at lower temperatures (~7—13) but significantly
decreased with increasing temperatures (30-35 °C) to values
of approximately 1 (Tables 1, 2). The metabolic quotient
Q,, was variable but generally decreased with increasing
temperature in all species (Table 2). While L. aspergillum
and C. officinalis showed the greatest photosynthetic Q,,
C. officinalis and B. orbigniana showed the greatest respi-
ratory Q.

The ETR response to irradiance was similar to that
observed in oxygenic photosynthesis (ETR-light curve; Figs.
S1, S2); however, ETR values saturated at higher irradiance
levels (>300 umol quanta-m2-s™'). In general, the highest ETR
activity was observed between 20 and 25 °C. Temperature
significantly affected F,/F,, and the parameters derived from
the ETR-light curve (P < 0.05; Fig. 2; Tables 1, S1). A stable
F./F,, of approximately 0.55 from 10 to 25 °C was observed
in all species, but it decreased gradually toward higher tem-
peratures to values of ~0.25-0.30 at 35 °C in L. aspergillum
and C. officinalis and was close to zero in B. orbigniana
(Fig. 2a). Maximum ETR (ETR,,,,, Fig. 2b) increased from
10 °C to a maximum at 25 °C in L. aspergillum and at 20 °C
in the remaining species. Those maxima were shifted by 5 °C
toward lower temperatures to the thresholds observed for P
At higher temperatures, ETR,,,, decreased up to 35 °C in all
species. The highest ETR,,, values were between 36.9 (£3.6),
14.9 (£5.4), and 19.4 (£5.7) pmol e -m2-s" in L. aspergillum,
C. officinalis, and B. orbigniana, respectively, and decreased
6-fold at 35 °C. The a values, 0gry, slightly increased from
10 to 25 °C in all species and then dramatically decreased up
to 35 °C, with maximum values between 0.05 and 0.03 pmol
e umol quanta‘s™ (Fig. 2¢). The E, g1y values showed mixed
responses among species (Fig. 2d). For example, E, o1z
increased from 10 °C to a maximum at 25 °C in L. aspergillum
and up to 30 °C in C. officinalis, whereas in B. orbigniana,
this maximum was observed at 15 °C. In the optimal tem-
perature range (15-30 °C), the E, 1y values were >600 pmol
quantam*-s! in L. aspergillum and half of that for the
remaining species and were generally higher than those
obtained by oxygen evolution.

There was a significant linear association (P < 0.05)
between GPS and ETR at all temperatures in L. aspergillum

max*

w<O

metabolicas calculadas mostraron distintos umbrales fisiolo-
gicos. Se observo un incremento lineal de la P, hasta un
maximo a medida que la temperatura experimental se incre-
mentaba desde los 10 °C hasta los 30 °C en L. aspergillum y
desde los 10 °C hasta los 20-25 °C para las especies restantes
(Fig. 1a). Los valores maximos de la P, fueron de 269.3
(£60.8), 139.7 (£63.6) y 80.0 (£10.9) umol O,'g PS"-h!
para L. aspergillum, C. officinalis y B. orbigniana, respec-
tivamente. Posterior a este maximo, la P,,, disminuy6 fuer-
temente: 4, 3 y 12 veces para L. aspergillum, C. officinalis y
B. orbigniana, respectivamente. Las tasas de respiracion en
oscuridad (Rp, Fig. 1b) se incrementaron de manera lineal
en todo el intervalo de temperaturas experimentales utili-
zadas para L. aspergillum y C. officinalis y alcanzaron un
maximo a 30 °C en B. orbigniana (con un incremento sustan-
cial de los 25 °C a los 30 °C), seguido de un fuerte decre-
mento hacia los 35 °C. Los valores de R}, mas altos fueron de
73.7 (£2.0), 61.3 (£15.4) y 41.5 (£13.7) umol O,-g PS~'-h!
para L. aspergillum, C. officinalis y B. orbigniana, respecti-
vamente. La pendiente inicial de la curva de la evolucion de
oxigeno (0,,,, Fig. 1c) mostré una tendencia similar a la P,
y Rp; incremento6 con los aumentos de temperatura hasta un
maximo, desde los 10 °C hasta los 30 °C en C. officinalis y
B. orbigniana y hasta los 35 °C en L. aspergillum (Fig. 2c).
La E, present6 una respuesta similar entre especies en funcion
de los incrementos de temperatura y fue, en general, mas alta
para L. aspergillum, particularmente entre los 20 y 25 °C
(Fig. 1d). En C. officinalis, la E, se incremento en las mues-
tras incubadas de 10 a 20 °C, para una posterior caida signi-
ficativa y estabilizacion desde los 25 a 35 °C. En las especies
restantes, la E, se increment6 desde los 10 °C hasta los 25 °C
en B. orbigniana y hasta los 20 °C in L. aspergillum, seguidas
ambos de una fuerte caida. Las razones fotosintesis: respira-
cion (P:R) fueron relativamente elevadas a temperaturas bajas
(~7-13) para todas las especies, pero disminuyeron significa-
tivamente con los incrementos de temperatura (30-35 °C) a
valores aproximados de 1 (Tablas 1, 2). El cociente metabo-
lico Q,, fue variable, pero generalmente decrecioé en todas las
especies a medida que la temperatura se incremento (Tabla 2).
Mientras que L. aspergillum y C. officinalis mostraron los
mayores Q,, fotosintéticos, C. officinalis y B. orbigniana
presentaron los mayores Q,, respiratorios.

La respuesta de la TTE frente a la irradiancia fue
similar a la observada en la fotosintesis oxigénica (curva
TTE-irradiancia; Figs. S1, S2); sin embargo, los valores de
la TTE se saturaron a irradiancias mayores (>300 pmol cuan-
tos'm2-s™'). En general, la mayor actividad de la TTE se
observo entre los 20 y 25 °C. En relacion con la temperatura,
esta afectd significativamente la F /F,,, asi como también los
parametros derivados de la curva TTE-irradiancia (P<0.05;
Fig. 2; Tablas 1, S1). En lo que respecta al F /F,, este se
mantuvo constante en alrededor de 0.55 desde los 10 °C hasta
los 25 °C en todas las especies, pero se redujo gradualmente
hacia temperaturas elevadas a valores de entre ~0.25 y 0.30
a los 35 °C en L. aspergillum y C. officinalis y cercanos a
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(Fig. 3) and from 10to 30 °Cin C. officinalis and B. orbigniana
(Figs. 4, 5). In general, correlation coefficients increased with
increasing temperatures (up to 0.90) and then decreased at
30 °C. The linear association between GPS and ETR weak-
ened dramatically at 35 °C in L. aspergillum and disappeared
in the remaining species. In addition, a deviation from lin-
earity at high irradiances was observed, as ETR generally
increased while GPS remained saturated or decreased.

DiscusSION

The results of this study show a high sensitivity of coral-
line algae metabolism to short-term temperature increases,
while this response differed among species. This is in
accordance with previous studies on other coralline and
fleshy algae (Newell and Pye 1968, Guy-Haim et al. 2016,
Vasquez-Elizondo and Enriquez 2016). The observed range
of optimal photosynthetic activity and highest P:R ratios cor-
respond to the local annual temperature regime of ~13 °C in
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cero en B. orbigniana (Fig. 2a). Las TTE maximas (TTE,,,,,
Fig. 2b) se incrementaron desde los 10 °C a valores maximos
a 25 °Cen L. aspergillum y a 20 °C en las especies restantes.
Estos picos maximos se desplazaron 5 °C hacia temperaturas
bajas en contraste con los picos maximos observados para la
P,.x- A temperaturas elevadas, las TTE,,,, disminuyeron hacia
los 35 °C en todas las especies. Los valores mas elevados de las
TTE,,. fueron de 36.9 (£3.6), 14.9 (+5.4) y 19.4 (+£5.7) pmol
em?s!en L aspergillum, C. officinalis y B. orbigniana,
respectivamente, y decrecieron 6 veces a 35 °C. Los valores
de o, oy, se incrementaron ligeramente desde los 10 hasta
los 25 °C en todas las especies para, posteriormente, dismi-
nuir drasticamente hacia los 35 °C, con valores maximos
entre los 0.05 y 0.03 umol e -pmol cuantos-s™' (Fig. 2¢). Los
valores de la E, 1y respondieron distinto entre las especies
(Fig. 2d). Por ejemplo, la E, 11 se increment6 desde 10 °C
hasta un maximo a 25 °C en L. aspergillum y hasta 30 °C
en C. officinalis, mientras que en B. orbigniana este maximo
se observo a 15 °C. En el intervalo optimo de temperaturas
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Figure 1. Photosynthetic parameters describing the photosynthesis vs. irradiance (P-E) curve (oxygen evolution) as a function of temperature

in the studied coralline algae. (a) Maximum gross photosynthesis (P
(d) saturation irradiance (E,). Symbols represent the mean (n = 4) + SD.

), (b) dark respiration (Rp), (¢) initial slope of the P-E curve (a), and

Figura 1. Parametros fotosintéticos que describen las curvas fotosintesis-irradiancia (P-E, evolucion de oxigeno) en funcion de la temperatura

en las algas coralinas estudiadas. (a) Tasa maxima de fotosintesis (P,

), (b) respiracion en oscuridad (Rp,), (¢) pendiente inicial de la curva

P-E () y (d) irradiancia de saturacion (E,). Los simbolos representan la media (n = 4) + desviacion estandar.
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Table 1. One-way analysis of variance/Kruskal-Wallis results for the comparison between the photosynthetic descriptors (oxygen/
chlorophyll fluorescence) and temperature in the studied coralline algae. Abbreviations: P, ,,, maximum photosynthesis rate; R,
dark respiration; o, initial slope of the photosynthesis vs. irradiance curve; E,, saturation irradiance; P:R, photosynthesis to respi-
ration ratio; F,/F , maximum photochemical efficiency; ETR,,,,, maximum electron transport rate; oy, initial slope of the ETR
vs. irradiance curve; and E, gy, saturation irradiance for the ETR. All analyses were conducted among the 5 temperature treat-
ments except in Bossiella orbigniana (n = 4 treatments, no data for oy and E, g for 35 °C). See Table S1 for post hoc multiple
comparisons.

Tabla 1. Resultados de los analisis de variancia y Kruskal-Wallis para la comparacion entre los descriptores fotosintéticos (oxigeno/
fluorescencia de la clorofila) y la temperatura en las algas coralinas estudiadas. Abreviaciones: P, ,,, tasa maxima de fotosintesis;
Ry, respiracion en oscuridad; a, pendiente inicial de la curva fotosintesis-irradiancia; E,, irradiancia de saturacion; P:R, razén foto-
sintesis a respiracion; F,/F,, eficiencia fotoquimica maxima; ETR ., tasa maxima de transporte de electrones, por sus siglas en
inglés; oy, pendiente inicial de la curva ETR vs. irradiancia; y E, gy, irradiancia de saturacion del ETR, por sus siglas en inglés.
Todos los analisis se realizaron entre 5 tratamientos de temperatura, excepto en Bossiella orbigniana (n = 4 tratamientos, sin datos

w<O

para ogrr Y Ey grr @ 35 °C). Ver Tabla S1 para las comparaciones multiples post hoc.

Oxygen evolution

Chlorophyll a fluorescence

Species Descriptor F,.H d.f. P Descriptor F.H d.f. P
Lithothrix aspergillum Pt 21.10 5,18 <0.001 F./F* 15.5 5.0, 18.0 0.008
Rp* 20.80 5,18 <0.001 ETR, . 86.6 5.0,7.0 <0.001
o* 19.80 5,18 <0.001 Olprr 27.4 5.0,18.0  <0.001
E, 23.40 5,18  <0.001 S 134.0 5.0,7.0 <0.001
P:R 82.30 5,7 <0.001
Corallina officinalis P..* 16.50 5,18 0.005 F/F.* 15.6 5.0, 18.0 0.008
R, * 18.40 5,18 0.002 ETR,,, 23.3 50,73  <0.001
o* 14.80 5,18 0.011 O™ 13.5 5.0, 18.0 0.020
E, 3.40 5,18 0.024 S 24.8 5.0,7.8 <0.001
P:R* 21.07 5,18 <0.001
Bosiella orbigniana P 15.30 5,18  <0.001 F/F, 363.0 5.0,7.1 <0.001
Ry* 19.40 5,18 0.002 ETR,,, 11.5 5.0,7.8 0.002
o* 14.90 5,18 0.001 Olprr 17.1 4.0,14.0  <0.001
E* 18.30 5,18 0.002 | S 4.8 4.0, 14.0 0.012
P:R* 17.50 5,18 0.004

*Kruskal-Wallis test;

winter and ~22 °C in summer (Pefia-Manjarrez 2009). The
maximum P, occurred at higher temperatures (25-30 °C),
but P:R ratios and F/F, were already reduced, indicating
that optimal growth occurs at lower temperatures. Likewise,
these responses may reflect the capacity of the metabolic
machinery to rapidly respond to thermal changes not com-
promising performance.

Photosynthesis and respiration are enzyme-mediated
processes that can be limited by substrate availability, and
their rates increase with increasing temperatures within

(15-30 °C) los E, 15 fueron =600 pmol cuantos-m2-s™! para
L. aspergillum y aproximadamente la mitad de eso para las
especies restantes y fueron generalmente mayores que los
obtenidos mediante la evolucion de oxigeno.

Se observo una asociacion lineal significativa (P <
0.05) entre la FSB y la TTE a todas las temperaturas para
L. aspergillum (Fig. 3) y desde los 10 °C hasta los 30 °C
en C. officinalis y B. orbigniana (Figs. 4, 5). De manera
general, los coeficientes de correlacion se incrementaron a
medida que la temperatura se incrementaba (hasta 0.90) para,
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the optimal range in a predicted manner (i.e., Q,,). This
study suggests that P, and R, values were strongly reg-
ulated by temperature and characterized by differential
Qo (see Newell and Pye 1968). The highest Q,, values,
observed in L. aspergillum, may indicate a better adapta-
tion to temperature changes since P:R remained relatively
high at 25 and 30 °C, whereas the lowest Q,, (B. orbigniana
and C. officinalis) might be attributed to substrate limita-
tion (Eggert 2012) and/or lower thermal tolerance. How-
ever, in these 2 species, R, values increase faster than
P.... indicating an imbalance between carbon loss and
gain at elevated temperatures, as well as the production of
organic acids and carbohydrates rather than carbohydrates
alone (Guy-Haim et al. 2016). The linear increase in R
values suggests a greater thermal tolerance of respiratory
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posteriormente, disminuir a los 30 °C. La asociacion lineal
entre la FSB y la TTE se debilité drasticamente a los 35 °C
en L. aspergillum y desaparecio en las especies restantes.
Adicionalmente, se observo una desviacion de la linealidad
en irradiancias elevadas, ya que la TTE tendia a incremen-
tarse mientras que la FSB permanecia saturada o decrecia.

DiscusiON

Los resultados de este estudio muestran una fuerte sensibi-
lidad del metabolismo de las algas coralinas a los incrementos
de temperatura a corto plazo; al mismo tiempo, estas respuestas
difirieron entre las especies. Esto es consistente con estudios
previos en otras algas coralinas y carnosas (Newell y Pye
1968, Guy-Haim et al. 2016, Vasquez-Elizondo y Enriquez
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Figure 2. Maximum photochemical efficiency and photosynthetic parameters describing the electron transport rate (ETR) vs. irradiance curve
as a function of temperature in the studied coralline algae. (a) Maximum photochemical efficiency (F,/F,,), (b) maximum electron transport
rate (ETR,,,,), (¢) initial slope of the ETR vs. irradiance curve (o), and (d) saturation irradiance for the ETR (E, ¢rg). Symbols represent
the mean (n = 4) £ SD, except for o and E, yrr for Corallina officinalis at 30 °C (mean + SD but n = 3). No data for o and E, ; for

Bossiella orbigniana at 35 °C.

Figura 2. Eficiencia fotoquimica maxima y parametros fotosintéticos que describen la curva entre la tasa de transporte de electrones (ETR,
por sus siglas en inglés) vs. irradiancia en funcion de la temperatura en las algas coralinas estudiadas. (a) Eficiencia fotoquimica maxima
(F,/F,), (b) tasa maxima de transporte de electrones (ETR,,,,), (¢) pendiente inicial de la curva ETR vs. irradiancia (ogr) y (d) irradiancia de
saturacion del ETR (E, ;). Los simbolos representan la media (n =4) + desviacion estandar, excepto oy Y E, grr para Corallina officinalis
a 30 °C (media + desviacion estandar, pero n = 3). No hay datos para ogy Y E, prr para Bossiella orbigniana a 35 °C.


http://www.cienciasmarinas.com.mx/index.php/cmarinas

Ciencias Marinas, Vol. 48, 2022

Table 2. Average (+SD) photosynthesis (P,

max.

w<O

) to dark respiration (Rp) ratios (P:R) and metabolic

quotients (Q,,) for the studied coralline algae. N/A indicates a lack of a linear association within the

given temperature range. See methods for details.

Tabla 2. Medias (+desviacion estandar) para las razones fotosintesis (P,,,,) a respiracion en oscuridad
(Rp) (P:R) y cocientes metabdlicos (Q,,) para las algas coralinas estudiadas. N/A indica una falta de
asociacion lineal para el intervalo de temperaturas dado. Ver los métodos para los detalles.

Descriptor Temperature/ Lithotﬁrix Cora'llinfz Bo.sie'lla
Range (°C) aspergillum officinalis orbigniana
P:R 10 7.20 £2.50 13.83 +7.40 13.21 +£9.50
15 8.33+2.02 8.72 £2.50 8.56 + 1.60
20 8.63+1.20 5.02+1.70 5.45+0.76
25 7.08 +£0.75 2.67+0.50 6.67+2.99
30 4.01 £0.69 1.75+0.37 1.39+0.46
35 1.01 £0.01 0.98 £0.02 1.02 +0.48
Qo Prax 10-20 3.14 3.09 1.63
15-25 2.07 1.21 1.48
20-30 1.40 N/A N/A
QuRp 10-20 243 7.79 2.84
15-25 2.38 4.05 2.13
20-30 3.07 1.66 3.81
25-35 2.64 1.27 N/A

enzymatic machinery compared to photosynthetic protein
complexes or/and increased respiratory activity as a stress
response (Atkin and Tjoelker 2003, Guy-Haim et al. 2016).
However, the coralline algal photosynthetic rates were not
able to increase in the same manner above 25 °C. In con-
trast, decreased P,,, at the thermal limits (10 and 35 °C)
corresponds to the suboptimal and sublethal portions of
the performance curve, typically limited by the amount
of enzymes and their activity (Atkin and Tjoelker 2003,
Eggert 2012). Other processes, such as photodamage, may
have been induced under elevated temperatures (30 and
35 °C), which has been explained as the result of increased
light stress, resulting in strong photoinhibition and pigmen-
tation loss (bleaching) (Martin and Gattuso 2009, Martone
et al. 2010, Vasquez-Elizondo and Enriquez 2016). Satura-
tion irradiances also decreased at higher temperatures, cor-
roborating that light stress may play an important role in the
impairment of photosynthesis during thermal stress. Tem-
peratures of 30-35 °C are above the local thermal regime,
but algae might experience these sudden periods of thermal
stress on sunny days in the intertidal, which may explain the
observed bleaching in other corallines in warmer seasons
(Foster et al. 1997, Martone et al. 2010).

10

2016). La actividad fotosintética optima y las mayores P:R
ocurrieron en un intervalo de temperatura que corresponde
al régimen local anual, ~13 °C en invierno y ~22 °C en
verano (Pefia-Manjarrez 2009). Los valores maximos de la
P,... ocurrieron a mayores temperaturas (25-30 °C), pero las
razones P:R y el F/F,, se encontraban ya comprometidas,
lo que indica que el crecimiento dptimo ocurre a tempera-
turas mas bajas. Las respuestas observadas pueden, ademas,
reflejar la capacidad de la maquinaria metabdlica para
responder rapidamente a los cambios térmicos sin compro-
meter el desempeno.

Tanto la fotosintesis como la respiracion son procesos
mediados por enzimas que pueden estar limitados por la
disponibilidad de sustrato, y sus tasas pueden incremen-
tarse a medida que se incrementa la temperatura dentro de
un intervalo 6ptimo de una manera predecible (i.e., Q,,). Este
estudio sugiere que la P, y la respiracion estan fuertemente
reguladas por la temperatura y se caracterizan, ademas, por
cocientes metabolicos Q,, distintos (ver Newell y Pye 1968).
Los mayores valores del Q,,, observados en L. aspergillum,
pueden indicar una mejor adaptacion a las variaciones
térmicas ya que también los P:R permanecieron relativa-
mente altos a 25 y 30 °C, mientras que los Q,, mas bajos
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The observed species-specific responses are consis-
tent with the photoadaptation of the algae: L. aspergillum
does not experience drastic reductions in its carbon balance
under thermal changes and has a rather high light adapta-
tion (highest metabolic rates and E,), while C. officinalis and
B. orbigniana show a low light adaptation (lowest metabolic
rates and E,). Coralline algae belong to 2 of 3 main carot-
enoid profile groups in red algae (lutein and antheraxanthin
groups) according to their carotenoid composition, which
determines their photoprotection mechanism. The Ilutein
group (L. aspergillum) is characterized by rapid downreg-
ulation mechanisms (efficient photoprotection), whereas the
antheraxanthin group (B. orbigniana and C. officinalis) is
characterized by slow kinetics of F/F,,, which is not related
to D1 repair (photoinhibition) and is efficient but with slow
relaxation (Schubert and Garcia-Mendoza 2008). Such dif-
ferences may also account for the variance observed in this
study. The increased sensitivity of low-light-adapted spe-
cies in comparison with high-light-adapted species has pre-
viously been documented. For example, a linear increase
in P, and respiration was reported for several moderate
and high-light-adapted red algal species, including coral-
line algae (Cabello-Pasini et al. 2003, Vasquez-Elizondo
and Enriquez 2016, Borlongan et al. 2017). In contrast, sub-
tidal algae with low-light adaptation showed optimal activity
in a narrower temperature range (Borlongan et al. 2020).
Longer exposure times to elevated temperatures and global
warming scenarios have yielded diverse responses in coral-
line algae, but responses also depend on the seasonal accli-
mation of the algae. For example, Ellisolandia elongata
and Lithophyllum incrustans increased photosynthesis with
increasing temperature (+3 °C) in winter and summer
(Legrand et al. 2018). Similarly, C. officinalis physiology
increased during summer in short-term (days) exposure to
simulated heatwaves and global change scenarios, whereas
longer exposure periods had adverse effects (Rendina et al.
2019). In another study, the photosynthetic activity of high-
light-adapted C. officinalis was insensitive to 10 days of
temperature changes from 20 to 31 °C, but at higher tempera-
tures, its performance broke down (Guy-Haim et al. 2016).
Although the responses observed here may consistently be
attributed to physiological adaptations, we cannot rule out
that morphological differences (and their implied constraints)
among species may have an important impact, which needs
to be further explored in future studies.

In this study, a linear association between GPS and ETR
was observed under optimal temperatures for photosynthesis.
To our knowledge, this is the first study combining simulta-
neous oxygen evolution and ETR in relation to temperature in
coralline algae. However, Sordo et al. (2020), using a single
temperature incubation, found a strong association between
the GPS and the relative ETR of the rhodolith P, lusitanicum.
The responses of the parameters derived from the ETR—
irradiance curve are generally well-correlated with the oxygen
evolution measurements, but the maximum values of the ETR
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(B. orbigniana y C. officinalis) pueden atribuirse a una limita-
cion de sustrato (Eggert 2012) y/o menor tolerancia térmica.
En estas 2 ultimas especies, sin embargo, la Ry, se incrementd
mas rapido que la P, lo que indica un desbalance entre las
ganancias y las pérdidas de carbono a temperaturas elevadas,
asi como también una produccion de acidos organicos y
carbohidratos en vez de solo carbohidratos (Guy-Haim et
al. 2016). El incremento lineal de la R}, sugiere una mayor
tolerancia térmica de la maquinaria enzimatica respiratoria si
se comparara con de los complejos proteicos fotosintéticos
y/o a un incremento de dicha actividad como una respuesta
frente al estrés (Atkin y Tjoelker 2003, Guy-Haim et al.
2016). No obstante, las tasas fotosintéticas de las algas cora-
linas no fueron capaces de incrementarse de la misma forma
por encima de los 25 °C. En contraste, el decremento de la
P, en los limites térmicos (10 y 35 °C) corresponde a las
regiones suboptimas y subletales de la curva de desempefio,
que tipicamente estan limitadas por la cantidad de enzimas
y su actividad (Atkin y Tjoelker 2003, Eggert 2012). Otros
procesos, como el fotodafio, pudieron haber sido inducidos
a temperaturas elevadas (30 y 35 °C), que ha sido explicado
como una respuesta a un incremento del estrés luminico y que
resulta en una fuerte fotoinhibicion y pérdida de pigmenta-
cion (blanqueamiento) (Martin y Gattuso 2009, Martone et
al. 2010, Vasquez-Elizondo y Enriquez 2016). Las irradian-
cias de saturacion también decrecieron a temperaturas altas,
lo que corrobora el hecho de que el estrés luminico juega un
papel importante en la disrupcion de la fotosintesis durante el
estrés térmico. Las temperaturas de 30-35 °C se encuentran
por encima del régimen local; aun asi, las algas pueden expe-
rimentar estos cambios repentinos en dias muy soleados en
el intermareal, lo que pudiera explicar el blanqueamiento de
otras algas coralinas en temporadas calidas (Foster et al. 1997,
Martone et al. 2010).

Las respuestas especificas observadas son consistentes con
la fotoadaptacion de las algas: L. aspergillum no sufri6 reduc-
ciones drasticas en su balance de carbono con los cambios
térmicos y presenta una adaptacion a alta luz (mayores tasas
metabolicas y E,), mientras que C. officinalis y B. orbigniana
presentan una adaptacion a baja luz (bajas tasas metabo-
licas y E,). Las algas coralinas pertenecen, de acuerdo con su
composicion de carotenoides, a 2 de los 3 grupos principales
de perfiles de carotenoides presentes en algas rojas (grupos
de luteina y anteraxantina) que determinan sus mecanismos
de fotoproteccion. El grupo de la luteina (L. aspergillum) se
caracteriza por mecanismos rapidos de regulacion a la baja
(fotoproteccion eficiente), mientras que el grupo de la ante-
raxantina (B. orbigniana y C. officinalis) se caracterizan
por cinéticas lentas del F/F,, no relacionadas a la repara-
cion de la proteina D1 (fotoinhibicion) y, aunque eficientes,
son de relajacion lenta (Schubert y Garcia-Mendoza 2008).
Estas diferencias pueden también explicar parte de la varia-
cion observada en este estudio. La sensibilidad mayor de las
especies adaptadas a baja luz, en comparacion con aquellas
adaptadas a alta luz, ya se ha documentado anteriormente. Por
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Figure 3. Association between gross photosynthesis (GPS) and the electron transport rate (ETR) in Lithothrix aspergillum as a function of
temperature. The P value indicates the significance of the Pearson product-moment analysis (n = 32 per temperature treatment).

Figura 3. Asociacion entre la fotosintesis bruta (GPS, por sus siglas en inglés) y la tasa de transporte de electrones (ETR, por sus siglas en
inglés) en Lithothrix aspergillum en funcién de la temperatura. Los valores de P indican la significancia de las correlaciones de Pearson
(n =32 por tratamiento de temperatura).
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Figure 4. Association between gross photosynthesis (GPS) and the electron transport rate (ETR) in Corallina officinalis as a function of
temperature. The P value indicates the significance of the Pearson product-moment analysis (n = 32 per temperature treatment, except

30 °C = 24).

Figura 4. Asociacion entre la fotosintesis bruta (GPS, por sus siglas en inglés) y la tasa de transporte de electrones (ETR, por sus siglas en
inglés) en Corallina officinalis en funcion de la temperatura. Los valores de P indican la significancia de las correlaciones de Pearson (n = 32

por tratamiento de temperatura, excepto 30 °C = 24).
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Figura S. Asociacion entre la fotosintesis bruta (GPS, por sus siglas en inglés) y la tasa de transporte de electrones (ETR, por sus siglas en
inglés) en Bossiella orbigniana en funcion de la temperatura. Los valores de P indican la significancia de las correlaciones de Pearson (n =32

por tratamiento de temperatura).
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parameters were shifted by 5 °C toward lower temperatures
when compared to the oxygen evolution parameters. More-
over, at 35 °C, the fluorescence signal (AF/F,") was almost
undetectable, while oxygen evolution still showed activity.
In agreement with these results, Hofmann et al. (2012) found
a discrepancy between ETR and oxygen evolution parame-
ters for C. officinalis, but only under pH stress. In contrast,
a constant relationship between the oxygen and ETR light
curve-derived parameters was found for Chondrus crispus,
Ulva lactuca, and M. pyrifera (Cabello-Pasini et al. 2000,
Cabello-Pasini and Figueroa 2005, Colombo-Pallotta et al.
2006), but temperature was not tested. Moreover, this linearity
between ETR and GPS was observed at non-saturating irra-
diances (below 200 pmol quanta-m=-s™"), which also depend
on temperature. This is similar to previous results for other
macroalgae and seagrasses (see introduction), but exceptions
to this also have been reported (Franklin and Badger 2001,
Carr and Bjork 2003, Colombo-Pallotta et al. 2006). Theo-
retically, the evolution of 1 mol of oxygen releases the flux
of 4 electrons needed for carbon fixation, and consequently,
a linearity between GPS and ETR is expected to occur
(Edwards and Baker 1993). In our approach, we were unable
to accurately estimate such a ratio since we used different
standardizations for GPS and ETR; therefore, our interpre-
tation is limited to qualitatively assessing both the correla-
tion between GPS and ETR and its sources of variation. The
loss of linearity under light saturation (this and other studies)
has been explained by the co-occurrence of different elec-
tron sinks in excess light to promote photoprotection, such
as the Mehler reaction, cyclic electron flow, and photores-
piration (Longstaff et al. 2002, Cabello-Pasini and Figueroa
2005). This may be particularly important for red algae
lacking a xanthophyll cycle as a main photoprotection mech-
anism (Schubert and Garcia-Mendoza 2008). An increase in
enzymatic activity related to nitrogen assimilation has also
been identified as a source of variation within the ETR and
GPS relationship (Carr and Bjork 2003, Cabello-Pasini and
Figueroa 2005). This might have occurred during periods of
optimal performance in this study (20-25 °C), as nutrient
uptake increases as a function of temperature.

Under light saturation, high variability in the association
between ETR and GPS might also be related to the character-
istic presence of phycobiliproteins in red algae and cyanobac-
teria (Falkowski and Raven 2007). The movement of these
complexes along the photosynthetic membranes during and
after illumination has strong consequences on the absorption
cross section of PSII, which may change the fluorescence
signal (Schubert et al. 2011). Indeed, the utility of the classic
F,/F,, approach to estimate photosynthetic electron transport
in the coralline Neogoniolithon sp. was found to be unsuit-
able due to discrepancies between variable fluorescence,
non-photochemical quenching, and oxygen evolution, partic-
ularly under light stress (Gefen-Treves et al. 2020). In this
study, prior to illumination, F,/F,, had already significantly
decreased at 30 and 35 °C, a reduction typically preceded by
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ejemplo, un incremento lineal de la P, y la respiracion fue
reportado para especies de algas rojas adaptadas a alta luz y
luz moderada, incluidas las algas coralinas (Cabello-Pasini
et al. 2003, Vasquez-Elizondo y Enriquez 2016, Borlongan
et al. 2017). En contraste, las algas submareales adaptadas a
baja luz mostraron una actividad 6ptima en un intervalo de
temperaturas mucho mas estrecho (Borlongan et al. 2020). La
exposicion de plazos mas largos a temperaturas elevadas y
los escenarios de cambio climatico han dado como resultado
diversas respuestas en las algas coralinas, pero las respuestas
dependen de la aclimatacion estacional del alga. Por ejemplo,
Ellisolandia elongata y Lithophyllum incrustans incremen-
taron su fotosintesis con el incremento de temperatura (+3 °C)
en verano y en invierno (Legrand et al. 2018). De manera
similar, la fisiologia de C. officinalis se increment6 durante el
verano en exposiciones a corto plazo (dias) a ondas de calor
y escenarios de calentamiento global simulados, mientras que
las exposiciones mas prolongadas tuvieron efectos adversos
(Rendina et al. 2019). En otro estudio, la actividad fotosin-
tética de C. officinalis adaptada a alta luz fue insensible a
10 dias de exposicion a cambios de temperatura de los 20 °C
a los 31 °C, pero a temperatura mas altas hubo una ruptura
de su desempefio (Guy-Haim et al. 2016). A pesar de que
las respuestas observadas en el presente estudio pueden ser
consistentemente atribuidas a las adaptaciones fisiologicas de
las especies, no se puede descartar que las distintas morfo-
logias (y sus limitantes implicitas) pueden tener un impacto
importante sobre dichas respuestas, y es algo que necesita ser
explorado en estudios a futuro.

En este estudio se encontr6 una asociacion lineal entre la
FSB yla TTE a temperaturas 6ptimas para la fotosintesis. Este
es el primer estudio que combina determinaciones simultaneas
de evolucion de oxigeno y TTE en funcion de la temperatura
para las algas coralinas. Sin embargo, utilizando una unica
temperatura de incubacion, Sordo et al. (2020) encontraron
una fuerte asociacion lineal entre la FSB y la TTE relativa
del rodolito P. lusitanicum. De manera general, las respuestas
de los parametros derivados de las curvas TTE-irradiancia
estuvieron bien relacionados con aquellos derivados de las
determinaciones de la evolucion de oxigeno, pero los valores
maximos de las TTE se desplazaron por 5 °C hacia las tempe-
raturas mas bajas en comparacion con los parametros de la
evolucion de oxigeno. Ademas, a 35 °C, la sefial de la fluores-
cencia (AF/F," ) fue casi indetectable, mientras que la evolu-
cion de oxigeno mostraba actividad. En consistencia con este
estudio, los resultados de Hofmann et al. (2012) encontraron
una discrepancia entre los parametros derivados de la TTE y
la evolucion de oxigeno para C. officinalis, pero inicamente
bajo estrés de pH. En contraste, se observo una relacion cons-
tante entre los parametros de la evolucion del oxigeno y la
curva TTE-irradiancia en Chondrus crispus, Ulva lactuca
y M. pyrifera (Cabello-Pasini et al. 2000, Cabello-Pasini y
Figueroa 2005, Colombo-Pallotta et al. 2006), aunque la
temperatura no fue examinada. Ademas, la linealidad entre la
FSB y TTE ocurri6 principalmente por debajo de irradiancias
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light stress or a reduction in antenna size, none of which may
have occurred with our (dark-adapted) samples. Upon illu-
mination, AF/F, was reduced to half of the maximum photo-
chemical efficiency and less than 0.01 under light saturation,
resulting in the ETR being indistinguishable from zero. It
is likely that thermal stress activates highly efficient mecha-
nisms of heat dissipation, but more information about fluo-
rescence dynamics under light and thermal stress in coralline
algae is crucial to corroborate our observations. Accordingly,
the use of ETR under such conditions is discouraged, and
other chlorophyll a fluorescence-derived parameters, such as
F/F,, or Q (PSII pressure), should be preferred for ecophys-
iological studies (Maxwell and Johnson 2000, Schubert et
al. 2011). Our experimental approach uses 2 closely related
parameters useful in macroalgal ecophysiology, but caution
must be taken when interpreting growth using the GPS and
ETR. Even if a close linear relation is found, their increase
does not necessarily translate into thallus biomass gain, and
in the case of ETR under certain circumstances, into high
photosynthetic activity.
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Figure S1. Photosynthesis (oxygen evolution) vs. irradiance curves
in the studied coralline algae as a function of temperature (10-35
°C). (a) Lithothrix aspergillum, (b) Corallina officinalis, and (c)
Bossiella orbigniana. Symbols represent the mean (n = 4) + SD.
Error bars not shown are smaller than symbol size. Note the dif-
ferent scale of the y-axis used for each species.

Figura S1. Curvas de fotosintesis (evolucion de oxigeno) vs. irra-
diancia en las algas coralinas estudiadas en funcion de la tempe-
ratura (10-35 °C). (a) Lithothrix aspergillum, (b) Corallina
officinalis y (¢) Bossiella orbigniana. Los simbolos representan la
media (n = 4) + desviacion estandar. Las barras de error que no se
muestran son menores que el tamafio del simbolo. Noétese que la
escala del eje y es distinta para cada especie.
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Figure S2. Electron transport rate vs. irradiance curves in
the studied coralline algae as a function of temperature. (a)
Lithothrix aspergillum, (b) Corallina officinalis, and (¢) Bossiella
orbigniana. Symbols represent the mean (n = 4) = SD. Error bars
not shown are smaller than symbol size. Note the different scale
of the y-axis used for each species.

Figura S2. Curvas de tasa de transporte de electrones vs. irra-
diancia en las algas coralinas estudiadas en funcion de la tempe-
ratura. (a) Lithothrix aspergillum, (b) Corallina officinalis y
(¢) Bossiella orbigniana. Los simbolos representan la media (n =
4) + desviacion estandar. Las barras de error que no se muestran
son menores que el tamafio del simbolo. Notese que la escala del
eje y es distinta para cada especie.
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Table S1. Pairwise multiple comparisons (¢ tests) between different temperature treatments and photosynthetic descriptors in the studied coral-
line algae. Abbreviations: P, maximum photosynthesis rate; Ry, dark respiration; o, initial slope of the photosynthesis vs. irradiance curve; E,
saturation irradiance; P:R, photosynthesis to respiration ratio; F/F,, maximum photochemical efficiency; ETR,,,,, maximum electron transport
rate; ogrg, initial slope of the ETR vs. irradiance curve; and E, .1, saturation irradiance for the ETR. See main text for details (Table 2).
Significant differences are indicated with different superscript letters. No data for o and E, yrp for 35 °C in Bossiella orbigniana.

Tabla S1. Comparaciones (pruebas 7) entre los distintos tratamientos de temperatura y los parametros fotosintéticos de las algas coralinas
estudiadas. Abreviaciones: P, tasa maxima de fotosintesis; Ry, respiracion en oscuridad; o, pendiente inicial de la curva fotosintesis-irradiancia;
E,, irradiancia de saturacion; P:R, razon fotosintesis a respiracion; F,/F, eficiencia fotoquimica maxima; ETR,,,, tasa méaxima de transporte
de electrones; oy, pendiente inicial de la curva ETR vs. irradiancia; y E, gy, irradiancia de saturacion del ETR. Ver el texto principal para los
detalles (Tabla 2). Las diferencias significativas estan indicadas con letras distintas en superindice. Sin datos para o ¥ E, prg @ 35 °C para
Bossiella orbigniana.

Oxygen evolution Multiple comparison (12‘11:112;:5[:; lglliea Multiple comparison
Lithothrix aspergillum P,.* 10~ 158 20¢P 25¢€ 30P 358 F/F* 10~ 154 204 254 308 358
Rp* 10~ 154 208 258 30€ 35¢ ETR,,x 104 1548 2048 258 3048 35€
o* 104 158 20€ 25¢ 30P 350 Olgrr 104 154 204 254 304 358
E, 104 154 20B€ 258 304C 35D Eem 10AB 154 20" 25* 30" 358
P:R 107BC 1548 204 254 308 35¢
Corallina officinalis P,.* 10~ 158 208¢P 258 30¢ 35P F/F * 104B 154 204 255¢ 30¢ 35P
Rp* 104 158P 20€P 25¢P 30B¢€ 35P ETR, . 104 154BC 20ABC 254BC€ 308 35¢
o* 104 158 208 25¢P 30C¢ 3580 O™ 104 154 204BC 254 308 35€
E, ns Eiere 1048 1548 204 254 30 358
P:R* 10* 15% 208 25 30P 35%
Bossiella orbigniana P 104 1548 2048 258 3048 35¢ F./F, 104 154 204 254 3048 358
Rp* 10A 158 20€ 25€ 30P 3548 ETR,.. 104B 15€ 20C€ 25AC 30AB 358
o* 1048 154 2048 255 308 35¢ O™ 102 154 204 254 308
E* 104 158 208 258 304 354 Eierr 10 158 20B 2548 30AB
P:R* 104 1548 2018 258 30€ 35¢

*Dwass—Steel-Critchlow—Fligner nonparametric test
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