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INTRODUCTION

Sulfate reduction is the main source of carbon remineral-
ization in marine sediments (Jorgensen and Revsbech 1983,
Canfield et al. 1993). Dissimilatory sulfate reduction by
bacteria yields sulfide as a final product, which exists in
sediment pore waters as a chemical equilibrium between S2–,
HS–, and H2S, mainly controlled by pH. At pH 6, 90% of the
sulfide will be present as H2S, while at pH 8, 80% of the
sulfide will be present as HS– and only 20% as H2S. Sulfide
produced by these sediment bacteria has been found to
impact physiological functions of other aquatic organisms
(Bagarinao 1992). Sulfide concentrations of only 1–10 M in

INTRODUCCIÓN

La reducción del sulfato es la principal fuente de remine-
ralización de carbono en los sedimentos marinos (Jorgensen
y Revsbech 1983, Canfield et al. 1993). La reducción del sul-
fato por bacterias genera sulfuro como producto final, el cual
se disocia y mantiene un equilibrio químico entre S2–, HS– y
H2S, controlados principalmente por el pH. A pH 6, el 90%
del sulfuro estará presente como H2S, mientras que a pH 8, el
80% del sulfuro estará presente como HS– y sólo el 20%
como H2S. Se ha encontrado que el sulfuro producido por
estas bacterias en el sedimento impactan las funciones fisio-
lógicas de otros organismos acuáticos (Bagarinao 1992).
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ABSTRACT. Sulfide produced in marine sediments by sulfate reduction is toxic for several macrophytes, and high sediment sulfide
concentrations have been associated with seagrass die-off events. Sulfide has been shown to reduce growth in a number of seagrasses, but little
is known about its effect on the photosynthetic and respiratory metabolism. Consequently, the aim of this research was to evaluate the effect of
sulfide on photosynthesis and respiration of the seagrass Zostera marina. Photosynthetic oxygen evolution and respiration were determined
polarographically, while the optimum quantum yield was used as a measure of the photosynthetic performance of photosystem II in the leaves
of Z. marina. The results showed that sulfide concentrations of approximately 1000 M could be considered an upper threshold limit for the
survival of Z. marina in the coastal lagoons of Baja California (Mexico) studied. Respiration was not inhibited by sulfide concentrations up to
1000 M during 48-h incubations, while photosynthetic performance was reduced by short exposure to sulfide concentrations of 25 M but
also by long exposure to concentrations as low as 50 M. This is the first study that shows that the photosynthetic capacity of Z. marina is not
recovered once the sulfide-free conditions have been re-established.

Key words: aerobic respiration, optimum quantum yield, sulfide, photosynthesis, Zostera marina.

RESUMEN. El sulfuro producido en los sedimentos a consecuencia de la reducción del sulfato es tóxico para algunas macrófitas. De la misma
manera, altas concentraciones de sulfuro en el sedimento han sido asociadas con eventos de mortalidad en pastos marinos. Se ha observado que
la presencia de sulfuro reduce el crecimiento en algunos pastos marinos; sin embargo, el efecto sobre el metabolismo fotosintético y respiratorio
es poco conocido. En consecuencia, el objetivo de esta investigación fue evaluar el efecto de sulfuro sobre la fotosíntesis y la respiración de la
fanerógama marina Zostera marina. La evolución del oxígeno fotosintético y la respiración fueron determinados polarográficamente, en tanto
que el rendimiento cuántico óptimo fue utilizado como una medida del desempeño fotosintético del fotosistema II en las hojas de Z. marina.
Los resultados mostraron que las concentraciones de sulfuro cercanas a 1000 M pueden ser consideradas como el límite superior para la
supervivencia de Z. marina en las lagunas costeras de Baja California (México) consideradas en este estudio. La respiración no presentó
inhibición cuando las plantas fueron expuestas a concentraciones de sulfuro de 1000 M durante incubaciones de 48 h, mientras que el
desempeño fotosintético disminuyó al ser expuestas a concentraciones de 25 M por cortos periodos de tiempo, pero también a exposiciones
prolongadas en concentraciones de tan solo 50 M. Este es el primer estudio que muestra que la capacidad fotosintética de Z. marina no se
recupera una vez que las condiciones libres de sulfuro son restablecidas.

Palabras clave: respiración aeróbica, rendimiento cuántico óptimo, sulfuro, fotosíntesis, Zostera marina.
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eukaryotic cells, for example, are inhibitors of cytochrome-c
oxidase (Fenchel and Finlay 1995). On the other hand, sul-
fide concentrations in the sediment below 5000 M have
been found to limit growth in wetland macrophytes (Koch
and Mendelssohn 1989, Koch et al. 1990, Erskine and Koch
2000) and can bind to metallo-enzymes in rice roots reducing
their aerobic respiratory capacity (Allam and Hollis 1972).

It has been suggested that short-term increases in sulfide
levels in the sediment or water can negatively impact eelgrass
photosynthesis (Holmer and Bondgaard 2001). Sulfide con-
centrations in the water of approximately 50–100 M, for
example, have been shown to reduce three-fold the photosyn-
thetic rates in Zostera marina (Holmer and Bondgaard 2001).
Furthermore, this study demonstrated that sulfide concentra-
tions above 100 µM stopped all photosynthetic activity in
this seagrass. Reduced growth rates were also observed when
eelgrass was exposed to hypoxia and sulfide in the water
column (Holmer and Bondgaard 2001). Numerous studies
relate high sulfide concentrations in the sediment to die-back
events and seagrass decline (Carlson et al. 1994). These
studies suggest that sulfide does not initiate the die-back
event, but acts synergistically with other stressors such as
light reduction, anoxia, hypersalinity, or high temperatures
(Carlson et al. 1994).

Coastal lagoons are prone to periods of increased
temperature, anoxia, salinity, and/or light reduction caused by
sediment resuspension or high phytoplankton growth in
euthrophicated systems. These conditions can produce a
decline in the internal oxygen status of Z. marina, allowing
for sulfide intrusion (Pedersen et al. 2004). Thus, eelgrass
meadows in shallow coastal lagoons are more vulnerable to
sulfide intrusion and possible die-back events. Zostera
marina is the dominant submerged aquatic vegetation in the
coastal lagoons of Baja California (Mexico) where anoxia
and high levels of sulfide have been determined. While a
reduction of eelgrass meadows in costal lagoons of Baja
California has been associated with decreasing light levels
(Cabello-Pasini et al. 2002, 2003), it is also possible that high
sulfide levels in the sediment and seawater could down-
regulate photosynthetic and respiratory metabolism of sea-
grasses in these lagoons; however, this is still unknown.
Consequently, the objective of this study was to evaluate the
effect of sulfide on photosynthesis and respiration of the
seagrass Z. marina. This study outlines the mechanistic basis
of photosynthetic tolerance of Z. marina to sulfide in a
coastal lagoon strongly impacted by oyster aquaculture.

MATERIAL AND METHODS

Zostera marina shoots were collected at San Quintín Bay
(30º30 N, 116º01 W) and transported in ice coolers with
seawater to the laboratory facilities at Ensenada, Baja
California, Mexico. Shoots were transplanted into 2 L con-
tainers and placed in 1.2 m3 tanks with running seawater
(approximately 1 vol d–1). Seawater temperature fluctuated

Por ejemplo, concentraciones de sulfuro entre 1 y 10 M en
células eucariotas inhiben el citocromo c oxidasa (Fenchel y
Finlay 1995). Por otra parte, se ha encontrado que concentra-
ciones en el sedimento menores que 5000 M limitan el
crecimiento de las macrófitas en los humedales (Koch y
Mendelssohn 1989, Koch et al. 1990, Erskine y Koch 2000)
y también, al unirse a las métalo-enzimas en las raíces del
arroz, reducen su capacidad respiratoria aeróbica (Allam y
Hollis 1972).

Se ha sugerido que el aumento repentino de los niveles de
sulfuro en el sedimento o el agua pueden afectar negativa-
mente la fotosíntesis de los pastos marinos (Holmer y
Bondgaard 2001). Por ejemplo, se ha demostrado que con-
centraciones entre 50 y 100 M de sulfuro en el agua, reduce
tres veces las tasas fotosintéticas en Zostera marina (Holmer
y Bondgaard 2001). Por otra parte, este estudio demostró que
las concentraciones de sulfuro por arriba de 100 M detienen
toda la actividad fotosintética en este pasto marino. También
se observó que en condiciones de hipoxia y presencia de sul-
furo en la columna de agua existe una reducción de las tasas
de crecimiento en los pastos marinos (Holmer y Bondgaard
2001). Por otra parte, numerosos estudios relacionan las altas
concentraciones de sulfuro en el sedimento con eventos de
muerte y, por consecuencia, la disminución en la distribución
de pastos marinos (Carlson et al. 1994). Estos estudios sugie-
ren que el sulfuro no inicia el evento de muerte en los pastos,
sino que actúa sinérgicamente con otros factores de estrés
tales como la reducción de la luz, la anoxia, hipersalinidad o
las altas temperaturas (Carlson et al. 1994).

Las lagunas costeras están expuestas a periodos de
aumento de la temperatura, la anoxia, la salinidad y/o reduc-
ción de la luz causada por la resuspensión de sedimentos o el
crecimiento del fitoplancton en los sistemas eutróficos. Estas
condiciones pueden producir una disminución del oxígeno
interno de Z. marina, permitiendo la intrusión de sulfuro
(Pedersen et al. 2004). De este modo, las praderas de Z.
marina en las lagunas costeras de poca profundidad son más
vulnerables a la intrusión de sulfuro y a los posibles eventos
de muerte. Zostera marina es la vegetación acuática sumer-
gida dominante en las lagunas costeras de Baja California
(México) donde se ha encontrado la presencia de anoxia y
altos niveles de sulfuro. Si bien una reducción de las praderas
de Z. marina en las lagunas costeras de Baja California se ha
asociado a la disminución de los niveles de luz (Cabello-
Pasini et al. 2002, 2003), también es posible que los altos
niveles de sulfuro en el sedimento y agua de mar podrían
regular la disminución en el metabolismo fotosintético y res-
piratorio de los pastos marinos en estas lagunas; sin embargo,
esto aún se desconoce. En consecuencia, el objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto de sulfuro en la fotosíntesis y la
respiración de la fanerógama marina Z. marina. Este estudio
describe el mecanismo básico de la tolerancia fotosintética de
Z. marina al sulfuro en una laguna costera fuertemente
impactada por la acuicultura de ostión.
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between 19 and 21 ºC and salinity was maintained constant at
35 throughout the experimental period. Natural irradiance
levels and photoperiod were also provided throughout the
study.

Photosynthesis and respiration

Maximum photosynthetic rates in the leaves of Z. marina
were evaluated using polarographically-measured rates of
steady-state oxygen evolution. Approximately 0.1 g of tissue
(n = 6) from leaf #2 (youngest leaf = #1) was incubated in
filtered seawater (0.45 m, 2.1 mM DIC) at 20 ºC in 5-mL
jacketed chambers connected to a water-circulating bath.
Maximum photosynthetic rates (Pmax) were determined after
providing the samples with photosynthetically saturating irra-
diance (300 mol quanta m–2 s–1, Ek = 96 ± 12 mol quanta
m–2 s–1). Quartzline halogen lamps (300 W) were used as a
light source.

Optimum quantum yield (Fv/Fm) of the photosynthetic
apparatus was determined by evaluating in vivo chlorophyll
fluorescence with a pulse amplitude modulated fluorometer
(PAM-210, Walz, Effeltrich, Germany). Intrinsic fluores-
cence (Fo) was determined in leaf #2 after maintaining the
tissue (approximately 3 cm) in darkness for 1–2 h at the
experimental pH. A saturating actinic light pulse (3000 mol
photon m–2 s–1, 800 ms) was applied to obtain maximum fluo-
rescence (Fm) in the dark-acclimated samples. Variable fluo-
rescence (Fv) was determined as the difference between Fm

and Fo, and optimum quantum yield was calculated as the
ratio of Fv/Fm (Schreiber et al. 1994).

Experimental design

The effect of pH and sulfide concentration on photosyn-
thetic Fv/Fm was evaluated by incubating Z. marina leaf
tissue in filtered seawater with sulfide (ranging from 0
[control] to 1000 M) at pH 6 and pH 8 in darkness. Opti-
mum quantum yield was evaluated as described above every
20 min for 135 min (n = 3). After the incubation period, leaf
tissue was rinsed several times in sulfide-free seawater in
darkness. Recovery of Fv/Fm after the sulfide treatment was
evaluated by incubating the tissue at the same treatment pH
in sulfide-free seawater in darkness for 24 h.

The effect of anoxia and sulfide concentration (25 M
sulfide) of leaf photosynthesis was evaluated by incubating
tissue from the middle part of leaf #2 in oxygen-free seawater
at pH 6 and pH 8 in darkness. Oxygen-free water was
obtained by bubbling nitrogen into the seawater for 10 min as
demonstrated polarographically in previous experiments.
Optimum quantum yield in leaf tissue (n = 7) was evaluated
every hour for 3 h as described above. Recovery of Fv/Fm

after the sulfide treatment was evaluated by incubating the
tissue at the same treatment pH in sulfide-free anoxic
seawater in darkness. The recovery of Fv/Fm was evaluated
for 24 h.

MATERIALES Y MÉTODOS

Haces de Z. marina fueron recolectados en Bahía San
Quintín (30º30N, 116º01O) y transportados en hieleras con
agua de mar a las instalaciones del laboratorio en Ensenada,
Baja California, México. Los haces se trasplantaron en
contenedores de 2 L y se colocaron en tanques de 1.2 m3 con
un flujo de agua de mar (aproximadamente 1 vol d–1). La
temperatura del agua fluctuó entre 19 y 2 ºC y la salinidad se
mantuvo constante a 35 durante todo el periodo experimen-
tal. Los niveles de irradiancia y el fotoperiodo también se
determinaron durante el estudio.

Fotosíntesis y respiración

Las tasas máximas de fotosíntesis en las hojas de Z.
marina fueron evaluadas mediante la evolución de oxígeno
determinada polarograficamente. Aproximadamente 0.1 g de
tejido (n = 6) de la hoja #2 (hoja más joven = # 1) se incubó
en agua de mar filtrada (0.45 m, 2.1 M DIC) a 20 ºC en
cámaras de 5 mL con doble pared conectadas a un termocir-
culador. Las tasas máximas de fotosíntesis (Pmax) se determi-
naron después de irradiar las muestra con luz para llegar a la
saturación fotosintética (300 mol quanta m–2 s–1, Ek = 96 ±
12 mol quanta m–2 s–1). Lámparas halógenas de cuarzo
(300 W) fueron utilizadas como fuente de luz.

El rendimiento cuántico óptimo (Fv/Fm) del aparato foto-
sintético se determinó mediante la medición de la fluorescen-
cia de la clorofila in vivo con un fluorómetro de pulso de
amplitud modulada (PAM-210, Walz, Effeltrich, Alemania).
La fluorescencia intrínseca (Fo) se determinó en la hoja #2
después de mantener el tejido (aproximadamente 3 cm) en
la oscuridad durante 1–2 h al pH experimental. Un pulso
de saturación de luz actínica (3000 mol fotones m–2 s–1,
800 ms) se aplicó para obtener la fluorescencia máxima (Fm)
en las muestras aclimatadas a la obscuridad. La fluorescencia
variable (Fv) se determinó como la diferencia entre Fm y Fo, y
el desempeño óptimo cuántico fue calculado como la razón
de Fv/Fm (Schreiber et al. 1994).

Diseño experimental

El efecto del pH y la concentración de sulfuro en la razón
fotosintética Fv/Fm se evaluó incubando tejido de la hoja de
Z. marina en agua de mar filtrada con sulfuro (en un intervalo
de 0 (control) a 1000 M) a pH 6 y pH 8 en oscuridad. El ren-
dimiento cuántico óptimo fue evaluado como se describió
anteriormente cada 20 min por 135 min (n = 3). Después del
periodo de incubación, el tejido foliar se lavó varias veces en
agua de mar libre de sulfuro y en la oscuridad. Después del
tratamiento de sulfuro, se evaluó la recuperación de Fv/Fm

incubando el tejido en agua de mar libre de sulfuro, en la
oscuridad y al mismo pH del tratamiento durante 24 h.

El efecto de la anoxia y de la concentración de sulfuro
(25 M de sulfuro) en la fotosíntesis se evaluó mediante la
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The effect of sulfide concentration on maximum
oxygen evolution (Pmax) and respiration was evaluated by
incubating eelgrass shoots (n = 5) in filtered seawater with
sulfide (0 [control] to 1000 M) for 24 h in seawater at pH 6
and pH 8. Shoots were incubated at 20 ºC, with an irradiance
of 100 µmol photon m–2 s–1 and with light bubbling to main-
tain water circulation. After the incubation period, maximum
photosynthesis and respiration was determined from approxi-
mately 0.1 g of tissue from the middle of the second leaf as
described above.

Statistical analysis

Differences in Fv/Fm, Pmax, and respiration of the leaves as
a function of sulfide concentration were evaluated using a
one-way analysis of variance after testing for normality and
homoscedasticity of the data (Sokal and Rohlf 1995). All
pair-wise multiple comparisons were conducted using
Tukey’s test. Minimum significance levels were established
at P < 0.05. 

RESULTS

Significant differences in Fv/Fm were observed when
shoots were incubated at different sulfate concentrations and
between pH treatments (fig. 1). In shoots incubated at pH 6,
optimum quantum yield decreased linearly (P < 0.05) to
values below 0.3 in 90 min and values decreased (P < 0.05)
to 0.196 in 15 min when shoots were incubated at sulfide
concentrations of 1000 M. Shoots incubated with sulfide at
pH 6 did not show any recovery after they were incubated for
24 h in sulfide-free seawater. In contrast, shoots incubated at
pH 8 and 50 M sulfide did not show a significant decrease
in Fv/Fm values (P > 0.05). At pH 8, there was a 25% decrease
(P < 0.05) in Fv/Fm values when shoots were incubated at sul-
fide concentrations above 50 M. There was no recovery of
Fv/Fm values when shoots were incubated at pH 8 and with
sulfide concentrations of 250 M or above.

Shoots incubated at pH 6 and 10 M sulfide did not show
a decrease in Fv/Fm values (P > 0.05) relative to the control;
however, there was a 22% reduction (P < 0.05) in Fv/Fm val-
ues, relative to the controls, when shoots were incubated at
25 M (fig. 2). There was no recovery in Fv/Fm values after
shoots were incubated for 24 h in sulfide-free seawater. In
contrast to shoots incubated at pH 6, shoots incubated at pH 8
did not show a significant decrease (P > 0.05) in Fv/Fm values
relative to those observed in the controls when incubated at
10 or 25 M sulfide.

Optimum quantum yield values in the shoots of Z. marina
incubated with 25 M sulfide varied relative to the oxygen
concentration in the medium (fig. 3). At pH 6 and 8, there
was a significant decrease (P < 0.05) in Fv/Fm values in the
leaves of Z. marina after shoots were incubated in anoxic
conditions with 25 M sulfide. In contrast, shoots incubated
in oxygenic conditions (control) did not show any decrease in

incubación de tejido de la parte media de la hoja #2 en agua
de mar libre de oxígeno a pH 6 y pH 8 en la oscuridad. Como
se demostró polarograficamente en experimentos anteriores,
el agua de mar libre de oxígeno se obtuvo por burbujeo con
nitrógeno durante 10 min. El rendimiento óptico cuántico en
el tejido de la hoja (n = 7) se evaluó cada hora durante 3 h
como se ha descrito anteriormente. La recuperación de Fv/Fm

después del tratamiento de sulfuro se evaluó incubando el
tejido en agua de mar libre de sulfuro al mismo pH del trata-
miento en condiciones anóxicas y en la oscuridad. La recupe-
ración de Fv/Fm se evaluó durante 24 h.

El efecto de la concentración de sulfuro sobre la evolu-
ción máxima de oxígeno (Pmax) y la respiración se evaluó
mediante la incubación de los haces de pasto marino (n = 5)
en agua de mar filtrada con sulfuro (0 [control] a 1000 M)
durante 24 h en agua de mar a pH 6 y pH 8. Los haces se
incubaron a 20 ºC, con una irradiancia de 100 mol photon
m–2 s–1 y con burbujeo ligero para mantener la circulación del
agua. Después del periodo de incubación, la fotosíntesis
máxima y la respiración se determinaron a partir de aproxi-
madamente 0.1 g de tejido tomado de la mitad de la segunda
hoja como se describió anteriormente.

Análisis estadístico

La diferencia en Fv/Fm, Pmax y la respiración de las hojas
en función de la concentración de sulfuro fueron evaluados
mediante un análisis de la varianza después de la prueba de
normalidad y homocedasticidad de los datos (Sokal y Rohlf
1995). Todas las comparaciones múltiples por pares se lleva-
ron a cabo con la prueba de Tukey. Los niveles mínimos de
significancia se establecieron en P < 0.05.

RESULTADOS

Se observaron diferencias significativas en Fv/Fm cuando
los haces se incubaron a diferentes concentraciones de sulfato
y entre los tratamientos de pH (fig. 1). En haces incubados a
pH 6, el rendimiento cuántico óptimo se redujo linealmente
(P < 0.05) a valores inferiores a 0.3 en 90 min, y cuando los
haces se incubaron a concentraciones de 1000 M de sulfuro,
los valores disminuyeron (P < 0.05) a 0.196 en 15 min. Los
haces incubados con sulfuro a pH 6 no mostraron ninguna
recuperación después de incubarse durante 24 h en agua de
mar libre de sulfuro. Por el contrario, los haces incubados a
pH 8 y 50 M de sulfuro no mostraron una disminución
significativa en los valores de Fv/Fm (P > 0.05). A pH 8, se
produjo una disminución del 25% (P < 0.05) en los valores
de Fv/Fm cuando los haces se incubaron a concentraciones
mayores que 50 M de sulfuro. No se presentó recuperación
de los valores de Fv/Fm cuando los haces se incubaron a pH 8
y a concentraciones de sulfuro de 250 mM o más.

Los haces que se incubaron a pH 6 y 10 M de sulfuro
no mostraron una disminución en los valores de Fv/Fm

(P > 0.05) con respecto al control; sin embargo, se presentó
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Fv/Fm values. Optimum quantum yield values did not recover
in shoots incubated for 20 h at pH 6. In contrast, there was a
60% recovery in Fv/Fm values when shoots were incubated
at pH 8.

Maximum light-saturated oxygen evolution (Pmax) and
respiration in the leaves of Z. marina showed a differential
response as a result of seawater pH and sulfide concentration
(fig. 4). At pH 6, values of Pmax in the leaves declined three-
fold (P < 0.05) as the sulfide concentration increased from
0 to 250 M. In contrast, at pH 8, Pmax values remained
constant (P > 0.05) at all sulfide concentrations. Respiration
in the leaves of Z. marina did not fluctuate (P > 0.05) as a
function of increasing sulfide concentrations or as a function
of seawater pH.

DISCUSSION

The effect of high pore water sulfide concentration on the
growth and survival of seagrasses has been documented in a

una reducción del 22% (P < 0.05) en los valores de Fv/Fm, en
relación con los controles, cuando los haces se incubaron a
25 M (fig. 2). No hubo recuperación en los valores de Fv/Fm

después de que los haces fueron incubados durante 24 h en
agua de mar libre de sulfuro. En contraste con los haces incu-
bados a pH 6, los haces incubados a pH 8 no mostraron una
disminución significativa (P > 0.05) en los valores de Fv/Fm

relativo a los observados en los controles cuando se incuba-
ron a 10 ó 25 M de sulfuro.

Los valores del rendimiento cuántico óptimo en los haces
de Z. marina incubados a 25 M de sulfuro varió con res-
pecto a la concentración de oxígeno en el medio (fig. 3). A
pH 6 y 8, hubo una disminución significativa (P < 0.05) en
los valores de Fv/Fm en las hojas de Z. marina después de que
los haces se incubaron en condiciones de anoxia a una con-
centración de 25 M de sulfuro. En contraste, los haces incu-
bados en condiciones óxicas (control) no mostraron ninguna
disminución en los valores de Fv/Fm. Algunos valores del
rendimiento cuántico óptimo no se recuperaron en los haces

Figure 1. Optimum quantum yield values (mean ± SD, n = 9) of
Zostera marina leaves incubated in sulfide concentrations
between 50 and 1000 M, and recovery in sulfide-free seawater, at
pH 6 and pH 8.
Figura 1. Valores del rendimiento cuántico óptimo (media ± DE,
n = 9) de las hojas a concentraciones de sulfuro entre 50 y 1000
M, y la recuperación en agua libre de sulfuro, a pH 6 y pH 8.
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Figure 2. Optimum quantum yield values (mean ± SD, n = 9) of
Zostera marina leaves incubated in sulfide concentrations
between 10 and 25 M, and recovery in sulfide-free seawater, at
pH 6 and pH 8.
Figura 2. Valores del rendimiento óptimo cuántico (media ± DE,
n = 9) de las hojas a concentraciones de sulfuro entre (10–25 M),
y la recuperación en agua libre de sulfuro, a un pH 6 y pH 8.
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number of studies (Carlson et al. 1994, Borum et al. 2005,
Calleja et al. 2007). Seagrasses generally grow in environ-
ments with highly reducing sediments. Under anoxic condi-
tions, hydrogen sulfide can accumulate as an end-product of
anaerobic respiration at levels that may be toxic to halo-
phytes. In this study we demonstrate that Fv/Fm in Z. marina
was negatively affected by high sulfide concentrations and
low oxygen levels. We also show that the pH of seawater
plays a critical role controlling the speciation of sulfides and
ultimately impacting the photosynthetic and respiratory
metabolism in the leaves of Z. marina.

Sulfide has been shown to be phytotoxic and conse-
quently it can impact metabolic processes that can reduce
growth and the survival of marine autotrophs. Sulfide pools
are determined by seawater pH, where most is found as H2S
(pK1 = 6.9) and HS (pK2 = 11.9). This indicates that the ratio
of H2S:HS is approximately 50% at pH 7, but at pH 6 sulfide
levels increase to approximately 90%, while at pH 8 they are
reduced to approximately 10%. In coastal lagoons of Baja
California, seawater pH fluctuates between 7 and 8 (Álvarez-
Borrego et al. 1975); however, pH levels could drop below 7
at the sediment-seawater interface as acidified pore water
leaches out of the sediment. Under these circumstances, the
concentration of sulfide can fluctuate widely and impact the
physiology of plants.

Seagrasses generally display Fv/Fm values of around 0.7
(Durako and Kunzelman 2002), and a reduction of these
values often indicates some kind of photochemical stress. In
this study, Z. marina shoots incubated at sulfide levels above
25 µM and pH 6 showed a reduction in Fv/Fm values. At this
pH the dominant species is sulfide and it is likely responsible
for reducing the photosynthetic potential. Oxygenic photo-
synthesis is based on the light-mediated electron flow

que se incubaron durante 20 h a un pH de 6. En contraste,
hubo una recuperación del 60% en los valores de Fv/Fm

cuando los haces se incubaron a pH 8.
La máxima evolución de oxígeno a luz de saturación

(Pmax) y la respiración en las hojas de Z. marina mostraron
una respuesta diferencial como resultado del pH y la concen-
tración de sulfuro del agua de mar (fig. 4). A un pH de 6, los
valores de Pmax en las hojas disminuyeron de tres veces (P <
0.05) durante el aumento en la concentración de sulfuro de 0
a 250 M. Por el contrario, a un pH de 8, los valores de Pmax

se mantuvieron constantes (P > 0.05) en todas las concentra-
ciones de sulfuro. La respiración en las hojas de Z. marina no
fluctuó (P > 0.05) como función del aumento en las concen-
traciones de sulfuro o en función del pH del agua de mar.

DISCUSIÓN

El efecto de la alta concentración de sulfuro del agua de
poro en el crecimiento y supervivencia de algas marinas ha

Figure 3. Optimum quantum yield values (mean ± SD, n = 6) of
Zostera marina leaves incubated in 25 M sulfide and under
oxygenic (control) and anoxic conditions, at pH 6 and pH 8.
Figura 3. Valores del rendimiento óptimo cuántico (media ± DE,
n = 6) en hojas de Zostera marina incubadas en 25 M sulfuro y
condiciones óxicas (control) y anóxicas, a un pH 6 y pH 8.

Figure 4. Maximum rates of oxygen evolution (Pmax) and
respiration (mean ± SD) of Zostera marina leaves incubated at
different sulfide concentrations (0 [control], 50, 100, 250, 500, and
1000 M) at pH 6 and pH 8.
Figura 4. Tasas máximas de la evolución de oxigeno (Pmax) y
respiración (media ± DE) en hojas de Zostera marina incubadas a
diferentes concentraciones de sulfuro (0 [control], 50, 100, 250,
500 y 1000 M) a un pH6 y pH8.
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through photosystem II (PSII) and PSI. The repopulation of
electrons in the PSII reaction centers is reduced in the
presence of sulfide, which finally inhibits oxygenic photo-
synthesis at the donor site of PSII (Miller and Bebout 2004).
Previous studies have also found a reduction in Fv/Fm in
Thalassia testudinum when incubated in the presence of
sulfide (Goodman et al. 1995, Koch et al. 2007). Increasing
temperatures and low oxygen levels in the water column
appear to aggravate the effect of sulfide on the photosynthetic
metabolism. Values of Pmax were reduced 40%, for example,
after eelgrass shoots were incubated at sulfide concentrations
between 50 and 100 M (Holmer and Bondgaard 2001).
The same tissue showed an 80% reduction when sulfide
concentration was between 100 and 1000 M under hypoxic
conditions.

The half-life of the spontaneous reaction between sulfide
and oxygen is of the order of 1 h (Almgren and Hagström
1974). So, even though the tissue was rinsed several times
after incubation in sulfide, the higher uptake of oxygen
observed in the experiment at pH 8 could be related to sulfide
oxidation processes taking place inside the leaves. At pH 6,
oxygen consumption was reduced in all treatments including
the control, indicating that a factor other than sulfide was
affecting the oxygen consumption rates. The reason why the
same increase in oxygen consumption that occurred at pH 8
was not observed at pH 6 could be the specific initial rate of
sulfide oxidation, which is dependent on pH. In acid solu-
tions (pH < 6) the rate is very slow, increasing to a maximum
of around pH 8 (Chen and Morris 1972).

Our experiments show a detrimental effect of sulfide on
the photosynthetic capacity of eelgrass leaves. Ninety
minutes of exposure to sulfide concentrations of 250 and
1000 M (at pH 8) reduced Fv/Fm by 32% and 35%, respec-
tively. When incubations at the same sulfide concentrations
were tested at pH 6, which means that H2S proportion of total
sulfide is nine times higher, the reduction in Fv/Fm was larger
and faster. The reduction in Pmax values as a result of high sul-
fide levels is eventually reflected in a reduction of shoot
growth rates.

Zostera marina is the most important autotroph in San
Quintín Bay and covers approximately 40% of its area (Ward
et al. 2004). On the other hand, shellfish farming is one of the
most important activities in San Quintín Bay where oysters
are grown using rack systems (Aguirre-Muñoz et al. 2001).
Eelgrass mats below these racks have declined significantly
(pers. obs.) and this has been attributed to a reduction in light
due to shading by the racks or an increase in organic matter
produced by oyster feces. Moreover, the increase in organic
matter directly below the oyster racks is responsible for the
increase in sulfide concentration due to the reduction in
organic matter (Ito and Imai 1955). Thus, it is possible that
the decline of Z. marina under the racks may be the result of
increasing sulfide levels that in turn decrease photosynthesis
of the seagrasses, eventually resulting in their decline.

sido documentado en numerosos de estudios (Carlson et al.
1994, Borum et al. 2005, Calleja et al. 2007). Las praderas
marinas por lo general crecen en ambientes con alta reduc-
ción en los sedimentos. Bajo condiciones de anoxia, sulfuro
de hidrógeno (ácido sulfhídrico) puede acumularse como un
producto final de la respiración anaerobia a niveles que
pueden ser tóxicos para halófitas. En este estudio demostra-
mos que Fv/Fm en Z. marina se vió afectado negativamente
por las altas concentraciones sulfúricas y los bajos niveles de
oxígeno. Además, se demuestra que el pH del agua de mar
desempeña un papel crítico que controla la especiación de
los sulfuros y que finalmente impacta el metabolismo foto-
sintético y respiratorio en las hojas de Z. marina.

Se ha demostrado que el sulfuro es fitotóxico y en conse-
cuencia puede afectar los procesos metabólicos que pueden
reducir el crecimiento y la supervivencia de autótrofos
marinos. Las fuentes de sulfuro están determinas por el pH
del agua de mar, donde la mayoría se encuentra como H2S
(pK1 = 6.9) y HS (pK2 = 11.9). Esto indica que la relación de
H2S: HS es de aproximadamente 50% a pH 7; sin embargo, a
pH 6 los niveles de sulfuro se incrementan a aproximada-
mente 90%, mientras que a pH 8 se reduce a aproximada-
mente 10%. El pH del agua de mar en las lagunas costeras de
Baja California oscila entre 7 y 8 (Álvarez-Borrego et al.
1975); sin embargo, los niveles de pH podrían caer por
debajo de 7 en la interfaz sedimento-agua por la liberación
del agua de poro fuera del sedimento. Bajo estas circunstan-
cias, la concentración de sulfuro puede fluctuar ampliamente
y afectar la fisiología de las plantas.

Las praderas marinas suelen mostrar valores de Fv/Fm de
alrededor de 0.7 (Durako y Kunzelman 2002), y una reduc-
ción de estos valores suele indicar algún tipo de estrés foto-
químico. En este estudio, los haces de Z. marina que se
incubaron a niveles de sulfuro por encima de 25 M y pH 6
mostraron una reducción en los valores de Fv/Fm. A este pH
la especie dominante es el sulfuro y probablemente es res-
ponsable de reducir el potencial fotosintético. La fotosíntesis
oxigénica se basa en el flujo de electrones a través de la luz
mediado por el fotosistema II (PSII) y PSI. La repoblación de
los electrones en los centros de reacción PSII se reduce en
presencia de sulfuro, que finalmente inhibe la fotosíntesis
oxigénica en el sitio donante de PSII (Miller y Bebout 2004).
Estudios anteriores también han encontrado una reducción de
Fv/Fm en Thalassia testudinum cuando se incubaron en pre-
sencia de sulfuro (Goodman et al. 1995, Koch et al. 2007). El
aumento en las temperaturas y los niveles bajos de oxígeno
en la columna de agua parecen agravar los efectos de sulfuro
sobre el metabolismo fotosintético. Por ejemplo, los valores
de Pmax se redujeron 40% después de que los haces de pasto
marino se incubaron en concentraciones de sulfuro de entre
50 y 100 M (Holmer y Bondgaard 2001). El mismo tejido
mostró una reducción del 80% cuando la concentración de
sulfuro se presentó en un intervalo de 100 a 1000 M en con-
diciones de hipoxia.
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The results of this study show for the first time that the
photosynthetic capacity of Z. marina does not revert back to
the initial values of Fv/Fm once sulfide-free conditions have
been re-established. Ninety minutes of exposure to a sulfide
concentration of 250 M reduced by 32% the photosynthetic
capacity of eelgrass at pH8, when H2S is about 10% of the
sulfide concentration. Concentrations of up to 325 M have
been measured in eelgrass meristematic tissue (Pedersen
et al. 2004). This finding highlights the potential long-term
effects of sulfide intrusion events on Z. marina, events during
which, by different combinations of stressors, hydrogen sul-
fide reaches the photosynthetic tissue and can cause perma-
nent damage to the plant photosynthetic performance. Low
levels of photosynthesis could reduce the oxidation capacity
of the plant, making it prone to new sulfide intrusion events.
This hypothesis is in agreement with observations that sug-
gest that sulfide plays a role in die-off events of T. testudinum
(Borum et al. 2005, Koch et al. 2007).
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