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Effect of irradiance and nitrate levels on the relationship between gross
photosynthesis and electron transport rate in the seagrass Cymodocea nodosa

Efecto de la irradiancia y la concentracion de nitrogeno en la relacion entre la
fotosintesis bruta y la tasa de transporte electronico en la faner6gama marina
Cymodocea nodosa

Alejandro Cabello-Pasini'*, Roberto T Abdala-Diaz?, Victor Macias-Carranza', Félix L Figueroa?

! Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas, Universidad Autdnoma de Baja California, Apartado postal 453,
Ensenada, Baja California 22800, México
2 Departamento de Ecologia y Geologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Malaga, E-29071, Malaga, Spain

* Corresponding author. E-mail: acabello@uabc.edu.mx

ABSTRACT. The relationship between gross photosynthesis (GPS) and electron transport rate (ETR) in marine algae has been shown to vary as
a function of irradiance; however, little is known about the effect of nutrients on the this relationship in seagrasses. The objective of this study
was to evaluate the effect of nitrate concentration on the GPS (measured as O, evolution) vs ETR (estimated by fluorescence quenching
analysis) relationship of the seagrass Cymodocea nodosa from the Spanish Mediterranean Sea. Carbon levels in the tissue increased 6.5% when
nitrate in the culture medium augmented from 0 to 100 uM. Nitrogen in the tissue, however, increased more than 60% when nitrate
concentration in the medium reached 100 uM. Chlorophyll a + b levels increased approximately 30%, while absorptance augmented 15% when
nitrate increased from 0 to 100 uM. In general, maximum oxygenic photosynthesis and maximum ETR values increased when nitrate in the
medium increased. The relationship between GPS and ETR did not show a linear response at low nitrate levels and high irradiances. In contrast,
a linear relationship was observed at nitrate levels above 50 uM, even at high irradiances. The results from this study suggest that the lack of
correlation between ETR and GPS is the result of low nitrogen levels in the tissue of marine macrophytes. They also suggest that seasonal
fluctuations in nitrate levels or nitrogen pulses, such as those observed during upwelling events, may affect the relationship between GPS and
ETR in C. nodosa or other marine macrophytes.

Key words: Cymodocea nodosa, electron transport rate, photosynthesis, nitrate, seagrass.

RESUMEN. La relacion entre la fotosintesis bruta (FB) y la tasa de transporte electronico (TTE) en algas marinas varia en funcién de la
irradiancia; sin embargo, poco se sabe sobre el efecto de la concentracion de nutrientes sobre la relacion entre FB y TTE en faner6gamas
marinas. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la concentracion de nitrato sobre la relacion FB (determinada como evolucion de
0,) vs TTE (estimada mediante analisis de fluorescencia) en la fanerdgama marina Cymodocea nodosa de la costa del Mediterraneo espafiol.
Los niveles de carbono en el tejido incrementaron 6.5% cuando el nitrato del medio aumentd de 0 a 100 uM. En contraste, los niveles de
nitrégeno en el tejido aumentaron més de 60% cuando los niveles de nitrato alcanzaron 100 uM. Los niveles de clorofila a + b incrementaron
aproximadamente 30%, mientras que la absorptancia aumenté 15% cuando el nitrato aument6 de 0 a 100 uM. En general, los valores de
fotosintesis maxima (O,) y los valores de TTE maxima incrementaron cuando los niveles de nitrato aumentaron en el medio. La relacion entre
FB y TTE no mostré una respuesta lineal a bajas concentraciones de nitrato en el medio y a altas irradiancias. En contraste, una relacion lineal
fue observada cuando los niveles de nitrato fueron mayores a 50 uM, aun a altas irradiancias. Los resultados de este estudio sugieren que la
falta de correlacion entre FB y TTE es el resultado de los bajos niveles de nitrogeno en el tejido de macrofitos marinos. Los resultados sugieren
también que fluctuaciones estacionales de los niveles de nitrato o pulsos de nitrogeno, como los observados durante eventos de surgencia,
podrian afectar la relacion entre FB y TTE en C. nodosa y otras macrofitos marinos.

Palabras clave: Cymodocea nodosa, tasa de transporte electronico, fotosintesis, nitrato, fanerdgama marina.

INTRODUCTION INTRODUCCION

The ecological role of seagrasses in estuaries and coastal El papel ecoldgico de las fanerdogamas marinas en
systems has been well established. In the Mediterranean Sea, estuarios y sistemas costeros ha sido bien establecido. Por
for example, Posidonia oceanica and Cymodocea nodosa are ejemplo, en el mar Mediterraneo, Posidonia oceanica y
the main submerged aquatic vegetation components of sandy Cymodocea nodosa son la principal vegetacion acuatica
and rocky coastal areas (Cancemi et al. 2002, Olesen et al. sumergida de zonas costeras arenosas y rocosas (Cancemi
2002). Similarly, Zostera marina is the most abundant et al. 2002, Olesen et al. 2002), mientras que Zostera marina
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submerged aquatic plant in the coastal lagoons of Baja
California, Mexico, accounting for the bulk of the plant
biomass in these systems (Cabello-Pasini et al. 2002, 2003).
These seagrass meadows serve as habitat and forage for a
vast number of marine organisms (Quiroz-Vazquez et al.
2005, Schrandt et al. 2015). Productivity and biomass of
these seagrasses vary seasonally as a result of changes in
environmental conditions, such as nitrogen concentration in
the water. Nitrogen and carbon concentrations in the tissue of
marine macrophytes also fluctuate as a result of nitrogen
availability, irradiance, and temperature (Corzo and Niell
1991, Cabello-Pasini et al. 2004). In secaweeds, tissue
absorptance generally covaries with chlorophyll and nitrogen
content, and consequently varies seasonally as a result of
irradiance or nitrogen concentration in the medium (Ochoa-
Izaguirre and Soto-Jiménez 2013). The effect of seawater
nitrate concentration on the internal carbon and nitrogen
levels as well as bio-optical properties in seagrass shoots,
however, are less understood.

Generally, the evaluation of plant photosynthetic rates has
been conducted using oxygen evolution or carbon incorpora-
tion methods. Fluorometric methods, however, have become
common procedures for the study of photosynthesis in
marine angiosperms in the last two decades (Ralph and
Burchett 1998, Beer and Bjork 2000, Figueroa et al. 2002,
Beer and Axelsson 2004). Pulse amplitude modulated (PAM)
fluorometry of in vivo chlorophyll fluorescence associated
with photosystem II (PSII) evaluates primary reactions and
quenching mechanisms under natural or artificial light condi-
tions (Genty et al. 1989). Electron transport rate (ETR) has
been shown to be positively correlated to oxygen evolution
and CO, fixation, especially in C, plants, as long as environ-
mental stresses do not impose restrictions on photosynthetic
CO, metabolism (Genty et al. 1989, Edwards and Baker
1993). In some seaweeds and seagrasses, however, oxygen
evolution and ETR have been shown to be ambiguous, espe-
cially at high irradiances (Beer and Axelsson 2004).

Photosynthetic characteristics of seagrasses are depen-
dent on irradiance, temperature, tissue type, and light history
of the sample. While the effects of temperature and irradiance
on the photosynthetic characteristics of seagrasses have been
well established (Beer and Axelsson 2004), less is known
regarding the effect of nutrient concentration on ETR in these
aquatic macrophytes. Similar to marine macroalgae, it has
been observed that optimum quantum yield covaries with Si
and P concentrations in phytoplankton (Kolber et al. 1990,
Babin et al. 1996, Young and Beardall 2003). Furthermore,
the relationship between ETR and gross photosynthesis
(GPS) in the Chlorophyta Ulva rigida and in the Rhodophyta
Porphyra leucosticta has been shown to be dependent on the
nitrogen content in the medium (Figueroa et al. 2003,
Cabello-Pasini and Figueroa 2005). While seagrass popula-
tions are often exposed to large fluctuations in nitrogen
concentration (i.e., upwelling events, Zaitsev et al. 2014),
the effect of nitrogen concentration on the ETR-GPS
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es la planta acudtica sumergida mas abundante en las lagunas
costeras de Baja California, Mexico, donde representa la
mayor parte de la biomasa vegetal (Cabello-Pasini et al.
2002, 2003). Las praderas marinas ofrecen habitat y alimento
a un gran numero de organismos marinos (Quiroz-Vazquez
et al. 2005, Schrandt et al. 2015). La productividad y
biomasa de las fanerégamas marinas varian estacionalmente
en respuesta a los cambios de las condiciones ambientales,
como la concentracion de nitrogeno en el agua. Las concen-
traciones de nitrégeno y carbono en el tejido de macrofitos
marinos también fluctian como resultado de la disponibili-
dad de nitrogeno, la irradiaciéon y la temperatura (Corzo y
Niell 1991, Cabello-Pasini et al. 2004). En las faner6gamas
marinas, la absorptancia del tejido generalmente varia en
funcion del contenido de clorofila y nitrégeno y, por ende,
varia estacionalmente como resultado de la irradiacion o la
concentracion de nitrégeno en el medio (Ochoa-Izaguirre
y Soto-Jiménez 2013). Por otro lado, se tiene poco conoci-
miento del efecto de la concentracion de nitrato en agua
de mar sobre los niveles internos de carbono y nitrégeno,
asi como de las propiedades biodpticas de los haces de
faner6gamas marinas.

En general, la evaluacion de las tasas fotosintéticas de las
plantas se ha realizado con métodos para determinar la
evolucion del oxigeno o la incorporacion del carbono. En las
ultimas dos décadas, sin embargo, los métodos fluorimétricos
se han convertido en procedimientos comunes para el estudio
de la fotosintesis en angiospermas marinas (Ralph y Burchett
1998, Beer y Bjork 2000, Figueroa et al. 2002, Beer y
Axelsson 2004). La fluorimetria de pulsos de amplitud
moderada (PAM) de la fluorescencia de la clorofila in vivo
asociada con el fotosistema II (PSII) evalia las reacciones
primarias y los mecanismos de desactivacion fluorescente
(quenching) en condiciones de luz natural o artificial (Genty
et al. 1989). La tasa de transporte electronico (TTE) se corre-
laciona positivamente con la evolucion del oxigeno y la
fijacion de CO,, especialmente en las plantas C,, siempre y
cuando los estresores ambientales no impongan restricciones
al metabolismo fotosintético del CO, (Genty et al. 1989,
Edwards y Baker 1993); sin embargo, se ha mostrado que en
algunas algas y faner6gamas marinas, la evolucion del
oxigeno y la TTE son ambiguos, especialmente a altas
irradiancias (Beer y Axelsson 2004).

Las caracteristicas fotosintéticas de las fanerogamas
marinas dependen de la irradiacion, la temperatura, el tipo de
tejido y el historial de luz de la muestra. Los efectos de la
irradiacion y temperatura en las caracteristicas fotosintéticas
de las fanerégamas marinas han sido bien establecidos (Beer
y Axelsson 2004), pero hay poca informacion sobre los
efectos de la concentracion de nutrientes en la TTE de estas
plantas acuaticas. Al igual que las macroalgas marinas, se ha
observado que el rendimiento cuantico Optimo varia en
funcién de las concentraciones de Si y P en el fitoplancton
(Kolber et al. 1990, Babin et al. 1996, Young y Beardall
2003). Ademas, se ha mostrado que la relacion entre la TTE
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relationship is unknown. Consequently, the objective of this
study was to evaluate the effect of nitrate concentration on
GPS and ETR of the seagrass C. nodosa under laboratory
conditions. Since nitrogen metabolism relies on carbon
precursors, adenosine triphosphate (ATP), and reductants
formed during photosynthesis, the examination of the rela-
tionship between different elemental (nitrogen and carbon
contents), bio-optical (absorptance), and physiological
(photosynthesis and respiration rates) parameters will give
new insights into the interactions between nitrogen and
carbon metabolism in C. nodosa in particular and seagrasses
in general.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

In March 2005, the seagrass Cymodocea nodosa (Ucria)
Ascherson was collected from the intertidal zone of
Fuengirola, Spain (36°32' N, 4°37' E), and transported in ice
coolers to the laboratory. Shoots of approximately 10 cm in
length (approximately 2 g total fresh weight [FW]) were
incubated from two to three weeks in six acrylic containers
(2L, 15 samples per container) with seawater containing
10 uM PO~ and 0, 2, 5, 25, 50, and 100 uM NO;~. Seawater
for medium preparation contained less than 1 uM NO; and
NH,*. Nutrients were added and seawater was changed every
day. Samples were supplied with an irradiance of 100 pumol
photon m~ s! using daylight fluorescent lamps (Osram FL
18W) and were kept on a 14:8 h (light:dark) photoperiod.
Shoots were anchored to the bottom of the containers by
tying their rhizomes to a weighted plastic mesh. The culture
medium was maintained at 15°C and kept in constant
movement by bubbling air into each container.

Chlorophyll and CHN determination

Chlorophylls a and b were extracted in N,N-dimethyl-
formamide (DMF) according to Inskeep and Bloom (1985).
Tissue samples (2.5 cm?, n = 6) were incubated in 3 mL of
DMF for 24 h at 4°C in darkness. Absorbance was deter-
mined using a spectrophotometer and chlorophyll concentra-
tion was estimated using the equations proposed by Porra
et al. (1989).

After the incubation period, samples were dried at 60 °C
until constant weight was obtained. Total intracellular carbon
and nitrogen contents (g/g) were determined (n = 6) using a
PerkinElmer elemental analyzer (model 2400 CHN).

Oxygen evolution and chlorophyll fluorescence

Photosynthetic rates in C. nodosa shoots were determined
using polarographically-measured rates of steady-state O,
evolution (Rank Brothers, UK). Tissue (n = 6) of approxi-
mately 0.2 g FW was incubated in seawater (2.2 mM
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y la fotosintesis bruta (FB) en la clorofita Ulva rigida y la
rodofita Porphyra leucosticta depende del contenido de
nitrogeno en el medio (Figueroa et al. 2003, Cabello-Pasini
y Figueroa 2005). A pesar de que las poblaciones de fanero-
gamas marinas frecuentemente estdn expuestas a grandes
fluctuaciones en la concentracion de nitrogeno (i.e., eventos
de surgencia, Zaitsev et al. 2014), se desconoce el efecto de
la concentracion de nitrégeno en la relacion FB-TTE. Por lo
tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
concentracion de nitrato sobre la FB y TTE de la fanerégama
marina C. nodosa en condiciones de laboratorio. Ya que el
metabolismo del nitrégeno es dependiente de los precursores
del carbono, el adenosin trifosfato (ATP) y los reductores
que se forman durante la fotosintesis, el andlisis de la rela-
cion entre diferentes parametros elementales (contenido de
nitrégeno y carbono), biodpticos (absorptancia) y fisiologi-
cos (tasas de fotosintesis y respiracion) proporcionara mayor
conocimiento de las interacciones entre el metabolismo del
nitrogeno y carbono en C. nodosa en particular y en las
faner6gamas marinas en general.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

En marzo de 2005, la fanerogama marina Cymodocea
nodosa (Ucria) Ascherson se recolectd de la zona intermareal
de Fuengirola, Espafa (36°32' N, 4°37' E), y se transportd en
hieleras al laboratorio. Se incubaron haces de aproximada-
mente 10 cm de largo (~2 g de peso fresco [PF] total) durante
dos a tres semanas en seis contenedores de acrilico de 2 L
(15 muestras por contenedor) con agua de mar que contenia
10 uM de PO,y 0, 2, 5, 25, 50 y 100 uM de NO5~. El agua
de mar para la preparacion del medio contenia <1 puM de
NO;~ y NH,". Se adicionaron nutrientes y el agua de mar se
cambid diariamente. Las muestras fueron expuestas a una
irradiancia de 100 pmol foton m2 s con lamparas fluores-
centes de luz blanca (Osram FL 18W) y se mantuvieron bajo
un fotoperiodo de 14:8 h (luz:oscuridad). Los rizomas se
ataron a una malla de plastico en el fondo de los contenedores
para anclar las plantas. El medio de cultivo se mantuvo a
15 °C y en constante movimiento mediante la introduccion de
burbujas de aire en cada contenedor.

Determinacion de clorofila y CHN

Las clorofilas a y b fueron extraidas en N,N-dimetil-
formamida (DMF) segtin Inskeep y Bloom (1985). Las mues-
tras de tejido (2.5 cm?, n = 6) se incubaron en la oscuridad en
3 mL de DMF a 4 °C durante 24 h. La absorbancia se deter-
mind con un espectrofotdmetro y la concentracion de cloro-
fila se estimo con las ecuaciones porpuestas por Porra et al.
(1989).

Después del periodo de incubacion, las muestras se seca-
ron a 60 °C hasta obtener un peso constante. Los contenidos
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dissolved inorganic carbon) at 15°C in 5-mL jacketed
chambers connected to a water-circulating bath after a 0.5 h
preincubation in darkness. Halogen lamps (Quartzline,
150 W) were used as a light source, and photosynthetic
photon flux was varied from 0 to 600 umol photon m=2 s!
using neutral-density filters (Lee Filters, UK). Maximum
oxygenic photosynthesis (P,,), the initial slope of the
photosynthesis vs irradiance curve (a,,,), the threshold for
irradiance-saturated photosynthesis (E,), and respiration were
determined by adjusting the data to the exponential equation
(Sigma Plot, Jandel Scientific) described by Webb et al.
(1974). GPS was calculated by adding net photosynthesis and
respiration measured after each irradiance period.

In vivo chlorophyll fluorescence of PSII was determined
(n = 6) with a portable pulse amplitude modulated fluorome-
ter (Diving PAM, Walz, Germany). Basal fluorescence (F,)
was determined after maintaining the tissue in darkness for
1-2 h. A saturating actinic light pulse (9000 pmol photon m2
s7!, 800 ms) was applied to obtain maximum fluorescence
(F,) in the dark-acclimated samples. Variable fluorescence
(F,) was determined as the difference between F,, and F,, and
optimum quantum yield was calculated as the ratio of F, to
F,, (Schreiber et al. 1994). The effective quantum yield of
PSII (®pg;,) was determined in light-acclimated tissue accord-
ing to Schreiber and Neubauer (1990):

Qpgy = (F'y—F)/F'y (1)

where F',, is the maximal fluorescence of light-acclimated
tissue induced by a saturating actinic light pulse (9000 umol
photon m? s!, 800 ms), and F, is the intrinsic steady-state
fluorescence in light-acclimated tissue. The optic fiber of the
PAM fluorometer was kept at a 45° angle from the tissue.

ETR was determined according to the following formula:

ETR (umol electrons mfzsfl) = AQA-Fy - Opgy  (2)
where AQA is the absorbed photons calculated as the product
of the integration of the spectral absorptance (A,) between
400-700 nm and spectral irradiance of the light source (E,),
Fy; is the fraction of AQ directed to PSII including its light-
harvesting complexes, and ®,g,; is the effective quantum
yield or quantum yield of PSII charge separation. Values of
F,; for different pigment groups can be estimated by deter-
mining the fraction of chlorophyll a associated with PSII and
its corresponding light-harvesting complexes (Grzymski et
al. 1997). For example, F;; values are approximately 0.5 for
Chlorophyta and vascular plants (Grzymski et al. 1997,
Figueroa et al. 2003).

Tissue absorptance (A,, n > 6) was determined at 1-nm
intervals between 400 and 700 nm using an integrating
sphere (LICOR-1802) connected to a spectroradiometer
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de carbono y nitrogeno intracelular total (g/g) se determina-
ron (N = 6) en un analizador elemental (PerkinElmer 2400
CHN).

Evolucion del oxigeno y fluorescencia de la clorofila

Las tasas fotosintéticas en los haces de C. nodosa se
determinaron mediante las tasas de evolucion de O, en estado
estacionario (Rank Brothers, RU). El tejido (~0.2 g PF, n = 6)
se incubd en agua de mar (2.2 mM de carbono inorganico
disuelto) a 15 °C en camaras de 5 mL conectadas a un bafio
de agua circulante después de un periodo de 0.5 h de preincu-
bacion en la oscuridad. Se usaron lamparas halogenas
(Quartzline, 150 W) como fuente de luz, y el flujo de fotones
fotosintéticos se vario de 0 a 600 pumol foton m2 s! con
filtros de densidad neutra (Lee Filters, RU). La fotosintesis
oxigénica maxima (P,,), la pendiente inicial de la curva
fotosintesis Vs irradiancia (0.,,;), €l umbral para la fotosintesis
saturada por irradiancia (E,) y la respiracion se determinaron
mediante un ajuste de los datos a la ecuacion exponencial
(Sigma Plot, Jandel Scientific) descrita por Webb et al.
(1974). La FB se calculdé sumando la fotosintesis neta y la
respiracion medida después de cada periodo de irradiacion.

La fluorescencia in vivo de la clorofila del PSII se
determind (N = 6) con un fluorimetro de pulso de amplitud
moderada portatil (Diving PAM, Walz, Alemania). La
fluorescencia basal (F,) se determind después de mantener el
tejido en la oscuridad durante 1-2 h. Se aplicé un pulso de
saturacion de luz actinica (9000 pmol foton m2 s!, 800 ms)
para obtener la maxima fluorescencia (F,) en las muestras
aclimatadas en la oscuridad. La fluorescencia variable (F,) se
determind como la diferencia entre F,, y F,, y el rendimineto
cuantico optimo se calculdé como la razén de F, a F,,
(Schreiber et al. 1994). El rendimiento cuantico 6ptimo del
PSII (®Dpg)) se determind en el tejido expuesto a la luz segiin
Schreiber y Neubauer (1990):

Opg = (F'y—F)/F'y (1)
donde F',, es la fluorescencia maxima de tejido aclimatado
con luz inducida mediante un pulso de saturacién de luz
actinica (9000 pumol fotén m= s, 800 ms), y F, es la fluo-
rescencia intrinseca en estado estacionario de tejido aclima-
tado con luz. Se mantuvo la fibra dptica del fluorimetro de
PAM a un angulo de 45° del tejido.

La TTE se determiné con la siguiente ecuacion:

TTE (pmol electrones mfzsfl) = AQA-Fy - Dpgy ()
donde AQA representa los fotones absorbidos calculados
como el producto de la integracion de la absorptancia espec-
tral (A,) entre 400-700 nm y la irradiancia espectral de la
fuente de luz (E,), Fy; es la fraccion de AQ dirigida al PSII
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(LICOR-1800 UW) according to the following formula
(Schreiber and Neubauer 1990):
A, =1-T,-R, 3)
where T, is transmittance and R, is reflectance of the tissue.
Simultaneous measurements of oxygen evolution and
@, were conducted by introducing the PAM’s optic fiber
into the oxygen chamber. The optic fiber was placed at a 45°
angle with respect to the shoot tissue. Values for @, were
determined after achieving steady oxygen evolution (approx-
imately 5 min) at each experimental irradiance. Irradiance

was increased using neutral density filters after a 10 min
period of darkness.

Data analysis

Differences in effective quantum yield, chlorophyll
levels, absorptance, P, 0, Ey, respiration, and the GPS to
respiration ratio (GPS/R) as a function of nitrate treatment
were evaluated using a one-way analisis of variance after
testing for normality and homoscedasticity of the data (Sokal
and Rohlf 1995). All pairwise multiple comparisons were
conducted using Tukey’s test. The correlation significance
between seawater nitrate concentration, tissue carbon, tissue
nitrogen, carbon to nitrogen ratios (C/N), effective quantum
yield, GPS, and ETR values was tested using Pearson’s prod-
uct moment correlations. Minimum significance level was
established at P < 0.05.

RESULTS

Carbon and nitrogen concentrations in C. nodosa tissue
varied in relation to the nitrate incubation treatment (fig. 1).
There was an increasing trend of carbon levels in the tissue
from 38.6 + 1.6% in shoots incubated at 0 uM NO; to 41.1 +
1.7% in shoots incubated at 100 pM NO;~; however, there
were no statistical differences among treatments (P > 0.05,
fig. 1a). Nitrogen levels in the tissue increased linearly from
2.1 £ 1.7% in shoots incubated at 0 pM NO; to 3.4 + 0.6% in
shoots incubated at 100 uM NO;~ (P < 0.05, fig. 1b). While
carbon levels increased 6.5%, nitrogen levels in the tissue
augmented more than 60% when nitrate in the medium
increased from 0 to 100 uM. There was a 30% decrease in the
C/N ratio in the tissue when nitrate in the medium increased
from 0 to 100 uM (P < 0.05, fig. 1c).

Chlorophyll a + b levels in tissue of C. nodosa fluctuated
as a function of nitrate levels in the seawater (fig. 2a). The
lowest chlorophyll levels (0.64 + 0.12 mg g' FW) were
found in shoots incubated at 0 pM NO;-, and chlorophyll
levels saturated (0.89 + 0.11 mg g! FW) in shoots exposed
to nitrate levels between 25 and 100 pM. Chlorophyll
levels were approximately 30% greater (P < 0.05) in
shoots exposed to 25-100 uM NO;~ than in shoots exposed
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incluyendo sus complejos de recoleccion de luz, y @pg;; es el
rendimiento cuantico efectivo o el rendimiento cuantico de la
separacion de carga del PSII. Es posible estimar los valores
de F,, para diferentes grupos de pigmentos mediante la deter-
minacién de la fraccion de clorofila a asociada con el PSII y
sus complejos de recoleccion de luz correspondientes
(Grzymski et al. 1997). Por ejemplo, los valores de F; son
aproximadamente 0.5 para Chlorophyta y plantas vasculares
(Grzymski et al. 1997, Figueroa et al. 2003).

La absorptancia del tejido (A,, n > 6) se determind a
intervalos de 1 nm entre 400 y 700 nm con una esfera de inte-
gracion (LICOR-1802) conectada a un espectroradidmetro
(LICOR-1800 UW) segun la siguiente féormula (Schreiber y
Neubauer 1990):

A, =1-T,-R; 3)
donde T, es la transmitancia y R, es la reflectancia del tejido.

Para realizar mediciones simultaneas de la evolucion del
oxigeno y el gy, la fibra optica del fluorimetro de PAM se
introdujo en la camara de oxigeno. La fibra optica se colocod
a un angulo de 45° con relacion al tejido. Los valores para
@, se determinaron después de obtener una evolucioén de
oxigeno constante (aproximadamente 5 min) a cada irradian-
cia experimental. La irradiancia se increment6 usando filtros
de densidad neutra después de un periodo de 10 min en la
oscuridad.

Analisis de datos

Se evaluaron las diferencias en cuanto al rendimiento
cuantico efectivo, los niveles de clorofila, la absorptancia,
Poaxe Qoxis By, la respiracion y la razon FB/respiracion (FB/R)
en funcion del tratamiento de nitrato mediante un analisis de
varianza de una via después de comprobar la normalidad y
homocedasticidad de los datos (Sokal y Rohlf 1995). Todas
las comparaciones multiples por pares se realizaron con la
prueba de Tukey. Se us6 el coeficiente de correlacion
producto—momento de Pearson para evaluar la significancia
entre los valores de FB, TTE, la concentracion de nitrato del
agua de mar, el contenido de carbono y nitrégeno en el tejido,
la razén carbono/nitrogeno (C/N) y el rendimiento cuantico
efectivo. El nivel minimo de significancia se establecié en
P <0.05.

RESULTADOS

Las concentraciones de carbono y nitrégeno en el tejido
de C. nodosa variaron con relacion al nivel de nitrato en el
medio de incubacion (fig. 1). Los niveles de carbono en el
tejido incrementaron de 38.6 = 1.6% a 41.1 £ 1.7% en las
plantas incubadas a 0 y 100 uM de NO;-, respectivamente;
sin embargo, no se observaron diferencias entre los trata-
mientos (P > 0.05, fig. 1a). Los niveles de nitréogeno en el
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Figure 1. Carbon concentration (a), nitrogen concentration (b),
and carbon to nitrogen ratio (C/N) (c¢) in the tissue of Cymodocea
nodosa incubated at different nitrate levels.

Figura 1. Concentracion de carbono (a), concentracion de
nitrégeno (b) y la razén carbono/nitrogeno (C/N) (¢) en el tejido
de la fanerégama marina Cymodocea nodosa incubada a diferentes
niveles de nitrato.

to 0 uM NO;~. Similar to chlorophyll contents, tissue
absorptance fluctuated as a function of nitrate concentration
in the seawater (fig.2b). The lowest absorptance levels
(0.65 £ 0.05, P < 0.05) were observed in shoots incubated at
0-5 uM NO; and absorptance saturated (0.74 + 0.01) in
those incubated at 25-100 pM NO;~.

Maximum rates of oxygen evolution and electron
transport in C. nodosa in general increased as a function of
nitrate availability. In general, O,-based photosynthesis was
saturated at lower irradiances relative to ETR (fig. 3). Values
of P,.. augmented by 25% when nitrate in the medium
increased from 0 uM to more than 25 uM (P < 0.05, fig. 4a).
Except for ETR,,,, values for shoots incubated at 50 uM
NO;-, ETR,,,, values increased (P < 0.05) when nitrate in the
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Figure 2. Chlorophyll a + b concentration (a) and absorptance
(b)in the tissue of Cymodocea nodosa incubated at different
nitrate levels. Data points indicate the average of six samples +
standard deviation.

Figura 2. Concentracion de clorofila a + b (a) y absorptancia
(b)en el tejido de la fanerégama marina Cymodocea nodosa
incubada a diferentes niveles de nitrato. Los puntos de datos
indican el promedio de seis muestras = desviacion estandar.

tejido aumentaron linealmente desde 2.1 + 1.7% en las plan-
tas incubadas a 0 uM de NO;™ hasta 3.4 + 0.6% en las plantas
incubadas a 100 uM de NO;~ (P < 0.05, fig. 1b). Mientras
que los niveles de carbono incrementaron 6.5%, los niveles
de nitrogeno en el tejido aumentaron mas de 60% cuando el
nivel de nitrato en el medio aument6 de 0 a 100 uM. La razén
C/N en el tejido disminuyd 30% cuando el nivel de nitrato en
el medio aument6 de 0 a 100 uM (P < 0.05, fig. 1c¢).

Los niveles de clorofila a + b en el tejido de C. nodosa
fluctuaron en funcion de los niveles de nitrato en el agua de
mar (fig. 2a). Las menores concentraciones de clorofila
(0.64 £ 0.12 mg g' PF) se encontraron en las plantas incuba-
das a 0 uM de NO;~ y se registraron valores de saturacion
(0.89 £ 0.11 mg g! PF) cuando el nivel de nitrato en el medio
fue de 25 a 100 uM. Los niveles de clorofila fueron aproxi-
madamente 30% mayores (P < 0.05) en las plantas expuestas
a25-100 uM de NO;™ que en las plantas expuestas a 0 uM de
NO;~. De manera similar, la absorptancia del tejido vario en
funciéon de la concentraciéon de nitrato en el agua de mar
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medium increased (fig. 4a). The initial slope of oxygen
evolution (a.,,) increased (P < 0.05) from approximately
15 nmol O, gFW-! min™! (umol photon m2 s')! in shoots
with 0-5 pM NOj;™ in the medium to approximately 25 nmol
0O, gFW- min! (umol photon m2 s™')"! in shoots incubated at
25-50 uM NO;™. In contrast to o, the lowest values of oy
(0.28 + 0.03 umol e m=2 s (umol photon m= s')';
P < 0.05) were observed in shoots incubated at 0 uM NO;~;
however, values saturated at approximately 0.43 = 0.03 in
shoots incubated at 2-100 uM NO;~ (fig. 4b). Values of E,
were approximately four-fold greater (P < 0.05) when
determined by fluorimetric methods than when determined
by oxygenic methods. Oxygenic E, wvalues remained
relatively constant (25-30 pmol photon m= s™'), whereas
fluorimetric E, values decreased from approximately
120-130 umol photon m= s7! in shoots incubated at 0-25 uM
NO;™ to 67-98 umol photon m2 s™' in shoots incubated at
50-100 uM NO;~ (fig. 4c).

GPS and ETR followed a linear relationship only in tissue
incubated at 50 and 100 uM NO;~ (fig. 5). The GPS-ETR
relationship deviated from the linear relationship in shoots
with 0-25 pM NOj™ in the medium, especially at high irradi-
ances. In general, values showed little deviation from a linear
model at irradiances below 100 umol photon m=2 s! and
deviation increased when tissues were incubated at irradi-
ances above 300 pmol photon m= s~'. Deviation of the data
from the linear model at high irradiances decreased as nitrate
concentration increased in the treatments.

Respiration rates increased from approximately 44 =+
31 nmol O, gFW-! s7! in shoots incubated at 0 uM NO;~ to
saturation values of 129 + 34 nmol O, gFW' s7! in tissue
incubated at 25-50 uM NOj;~ (fig. 6a, P < 0.05). There was a
three-fold increase in respiration rates as nitrate concentra-
tion augmented from 0 to 25-100 uM. The GPS/R ratio
decreased (P < 0.05) from 7.3 £ 1.4 in shoots incubated at
0 uM NO;™ to 3.1 + 0.8 in shoots incubated at 50-100 pM
NO;~ (fig. 6b). The rapid decline in the GPS/R ratio was
promoted by the rapid increase in respiration rate as nitrogen
augmented in the medium, relative to the increase in GPS.

DISCUSSION

In this study we demonstrate that chlorophyll concentra-
tion, absorptance, C/N ratios, optimum quantum yield, and
GPS/R ratios in C. nodosa tissue are regulated by nitrate
availability in the culture medium. Secondly, we demonstrate
that the GPS—ETR relationship also depends on the nitrogen
concentration in the tissue of C. nodosa. Similar findings
have been reported for marine macroalgae such as Ulva
rigida (Cabello-Pasini and Figueroa 2005), where nitrate
concentration in the medium regulated oxygenic and fluori-
metric photosynthesis as well as the GPS—ETR relationship.

The levels of external and internal nitrogen contents
appear to play a critical role in tissue chlorophyll levels
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Figure 3. Relationship between gross photosynthesis and
irradiance (a) and between electron transport rate and irradiance
(b) in Cymodocea nodosa incubated at different nitrate levels.
Data points indicate the average of six samples + standard
deviation. Error bars not shown are smaller than symbol size.
Figura 3. Relacion entre la fotosintesis bruta y la irradiancia (a) y
entre la tasa de transporte electronico y la irradiancia (b) en la
faner6gama marina Cymodocea nodosa incubada a diferentes
niveles de nitrato. Los puntos de datos indican el promedio de seis
muestras + desviacion estandar. Las barras de error que no se
muestran son menores que el tamafio del simbolo.

(fig. 2b). Los menores niveles de absorptancia (0.65 + 0.05,
P < 0.05) se observaron en las plantas incubadas a 0-5 uM de
NO;~ y se observo saturacion (0.74 + 0.01) en las plantas
incubadas a 25-100 uM de NO;~.

Las maximas tasas de evolucion del oxigeno y transporte
electronico en C. nodosa en general aumentaron en funcion
de la disponibilidad de nitrato. En general, la fotosintesis
oxigénica presentd saturacion a menores irradiancias en rela-
cion con la TTE (fig. 3). Los valores de P, incrementaron
25% cuando el nitrato en el medio aument6 de 0 uM a més de
25 uM (P < 0.05, fig. 4a). Con excepcion de los valores de
TTE,,.« para las plantas incubadas a 50 uM de NO,-, los
valores de TTE,,,, incrementaron (P < 0.05) al aumentar el
nitrato del medio (fig. 4a). La pendiente inicial de la evolu-
cion del oxigeno (o) aumentd (P < 0.05) desde aproxima-
damente 15 nmol O, gPF! min! ([umol foton m2 s7']") en
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Figure 4. (a) Maximum oxygenic photosynthesis (P,,,,, nmol O,
gFW-! min') and maximum electron transport rate (ETR,,,,
umol e m?2 s1), (b) initial slope of the oxygenic
photosynthesis vs irradiance relationship (0oxy, nmol O, gFW-!
min~! [umol photon m2 s7']!) and initial slope of the electron
transport rate Vs irradiance relationship (ogrg, pmol € m2 s!
[umol photon m= s7!]™"), and (c) subsaturation coefficient (E,,
umol photon m2 s!) for Cymodocea nodosa incubated at
different nitrate levels. Data points indicate the average of six
samples + standard deviation. Error bars not shown are smaller
than symbol size.

Figura 4. (a) Fotosintesis oxigénica maxima (P,,, nmol O,
gPF' min™") y tasa de transporte electronico maximo (ETR,,,,,
umol e-m~2 s7), (b) pendiente inicial de la relacion fotosintesis
oxigénica Vs irradiancia (coxy, nmol O, gPF~! min™! [umol fotén
m2 s7']") y pendiente inicial de la relacion tasa de transporte
electronico vs irradiancia (ogrg, pmol € m=2 s~! [umol fotén m2
s y (¢) coeficiente de subsaturacion (E,, umol foton m2 s7!)
para la faner6gama marina Cymodocea nodosa incubada a
diferentes niveles de nitrato. Los puntos de datos indican el
promedio de seis muestras + desviacion estandar. Las barras
de error que no se muestran son menores que el tamafio del
simbolo.

100

las plantas expuestas a 0—5 uM de NO;~ hasta aproximada-
mente 25 nmol O, gPF! min"!' (Jumol foton m2 s7']™") en las
plantas expuestas a 25-50 uM de NO;". En contraste con oly;,
los menores valores de o (0.28 = 0.03 pumol e m2 s™!
[umol foton m2 s']!; P < 0.05) se registraron para las
plantas expuestas a 0 uM de NO;7; sin embargo, se observo
saturacion a aproximadamente 0.43 + 0.03 en las plantas
incubadas a 2—100 uM de NOs~ (fig. 4b). Los valores de E,
fueron aproximadamente cuatro veces mayores (P < 0.05)
cuando se determinaron mediante métodos fluorimétricos
que cuando se determinaron mediante métodos oxigénicos:
los valores oxigénicos permanecieron relativamente constan-
tes (25-30 umol foton m=2 s7'), mientras que los fluorimétri-
cos disminuyeron desde aproximadamente 120-130 pmol
foton m2 s! en las plantas incubadas a 0-25 pM de NO;-
hasta 67-98 umol foton m? s' en las plantas incubadas a
50-100 uM de NO;~ (fig. 4c).

La FB y la TTE presentaron una relacion lineal sélo en el
caso del tejido expuesto a 50 y 100 uM NO;~ (fig. 5). La
relacion FB-TTE se desvid de una relacion lineal cuando el
nivel de nitrato en el medio fue de 0 a 25 uM, especialmente
a altas irradiancias. En general, los valores mostraron poca
desviacion de un modelo lineal a irradiancias inferiores a
100 umol foton m=2 s! y la desviacion aumento cuando los
tejidos fueron incubados a irradiancias superiores a 300 pwmol
foton m2 s7!. La desviacion de los datos del modelo lineal a
altas irradiancias disminuy6 conforme aument6 el nivel de
nitrato en los tratamientos.

Las tasas de respiracion incrementaron desde ~44 +
31 nmol O, gPF! s! en el tejido incubado a 0 uM de NO;~
hasta valores de saturacion de 129 + 34 nmol O, gPF' s! en
el tejido incubado a 25-50 uM de NO;~ (fig. 6a, P < 0.05).
Las tasas de respiracion aumentaron tres veces cuando el
nivel de nitrato aumentd de 0 a 25-100 uM. La razéon FB/R
decrecio (P < 0.05) desde 7.3 £ 1.4 en el tejido incubado
a 0 uM de NO; hasta 3.1 £ 0.8 en el tejido incubado a
50-100 uM de NO;~ (fig. 6b). La rapida disminucion de la
razén FB/R fue resultado del rapido aumento de la tasa de
respiracién conforme aument6 el nitrégeno en el medio, con
relacion al aumento de la FB.

DISCUSION

En el presente trabajo se demuestra que la absorptancia,
las razones C/N, el rendimiento cuantico 6ptimo, las razones
FB/R y la concentracion de clorofila en el tejido de C. nodosa
se regulan por la disponibilidad de nitrato en el medio de
cultivo. Asi mismo, se demuestra que la relacion FB-TTE
también depende de la concentracion de nitrogeno en el
tejido de C. nodosa. Estos resultados coinciden con lo
documentado por Cabello-Pasini y Figueroa (2005), quienes
encontraron que la concentracion de nitrato en el medio
reguld la fotosintesis oxigénica y fluorimétrica, asi como la
relacion FB-TTE en la macroalga marina Ulva rigida.
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Figure 5. Relationship between electron transport rate (ETR) and oxygenic gross photosynthesis in Cymodocea nodosa incubated at different

nitrate levels.

Figura 5. Relacion entre la tasa de transporte electronico (ETR) y la fotosintesis oxigénica bruta en la fanerogama marina Cymodocea nodosa

incubada a diferentes niveles de nitrato.

and absorptance of C. nodosa. Previous studies have
demonstrated that chlorophyll levels in tissues of marine
macrophytes can change within hours or days after a change
in the nitrate concentration in the medium (Young and
Beardall 2003, Cabello-Pasini et al. 2004, Cabello-Pasini and
Figueroa 2005). These changes in chlorophyll levels are
consistent with the observed increase in chlorophyll content
in phytoplankton as a result of increasing levels of nitrogen in
the medium (Young and Beardall 2003). Furthermore,
changes in absorptance levels in the tissue of C. nodosa are
likely the result of changes in chlorophyll levels as observed
in other macrophyte species (Cabello-Pasini and Figueroa
2005).

In marine macrophytes, the ETR—GPS relationship has
been shown to be species-specific and dependent on light
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Los niveles de nitrogeno externo e interno parecen influir
de manera importante en los niveles de clorofila y absorptan-
cia en el tejido de C. nodosa. Estudios anteriores han mos-
trado que los niveles de clorofila en los tejidos de macrofitos
marinos pueden cambiar dentro de horas o dias después de un
cambio en la concentracion de nitrato en el medio (Young y
Beardall 2003, Cabello-Pasini et al. 2004, Cabello-Pasini y
Figueroa 2005). Estos cambios en los niveles de clorofila son
consistentes con el aumento del contenido de clorofila obser-
vado en fitoplancton como resultado del incremento de los
niveles de nitrogeno en el medio (Young y Beardall 2003).
Ademas, los cambios en los niveles de absorptancia en el
tejido de C. nodosa probablemente se deben a cambios en los
niveles de clorofila, como ha sido observado en otras plantas
aquaticas (Cabello-Pasini y Figueroa 2005).
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history, CO, levels in the water, and the methods used to
evaluate oxygen evolution and chlorophyll fluorescence
(Beer and Bjork 2000, Franklin and Badger 2001, Gordillo
et al. 2001, Carr and Bjork 2003, Figueroa et al. 2003, Beer
and Axelsson 2004). Furthermore, the slope of the ETR—GPS
relationship was observed to decrease in U. rigida as the
nitrate concentration increased in the medium (Cabello-
Pasini and Figueroa 2005). While Carr et al. (2003) observed
that the relationship between ETR and GPS did not show a
linear response in Ulva, findings by Cabello-Pasini and
Figueroa (2005) show a linear relationship for the same
genus. Our study suggests that the ETR—GPS relationship in
C. nodosa deviates from a linear relationship only in tissue
incubated at nitrogen levels below 25 uM. This suggests that
at least in some plants, nitrogen concentration in tissues regu-
lates the coupling of oxygen evolution and photon flux. It is
also likely that an annual fluctuation of the ETR-GPS rela-
tionship will occur as a result of seasonal changes of nitrogen
in the seawater or as a result of nutrient pulses such as those
observed under upwelling conditions.

It has been demonstrated that under continuous light
conditions, there is a general decrease in maximum ETR,
which has been associated with an increase in the minimum
requirements for O, evolution (Herzig and Falkowski 1989).
Furthermore, nitrogen limitation has been shown to regulate
the photochemical efficiency of PSII during photochemical
reactions, mainly due to an increase in thermal dissipation of
absorbed excitation energy (Falkowski 1992). Such impact of
nitrogen on the photochemical efficiency of PSII is similar to
the photoinhibitory response observed in submerged aquatic
vegetation. On the other hand, nitrogen limitation has also
been observed to decrease respiratory rates, which in turn
increase GPS/R ratios (Carr and Bjork 2003, Cabello-Pasini
and Figueroa 2005). Respiration rates of C. nodosa decreased
significantly as nitrogen levels in the medium decreased
below 10 uM. This is consistent with previous findings
where the addition of NO;~ and NH,", for example, resulted
in a marked stimulation of dark respiration and dark carbon
fixation in the microalga Selenastrum minutum (Elrifi and
Turpin 1986). Apparently, decreases in protein synthesis (a
major consequence of nitrogen limitation) reduce the
demands for carbon skeletons and ATP in the respiratory
pathway (Turpin 1991).

The ETR response in C. nodosa was found to be four- to
ten-fold more variable than that observed in Ulva lactuca
under low nitrate concentration (Carr and Bjork 2003,
Cabello-Pasini and Figueroa 2005). Clearly, the dispersion of
data of the ETR—GPS relationship increases as nitrogen in the
medium and in tissue decreases. It is possible that the lower
levels of chlorophyll in tissues incubated at low nitrate con-
centration could cause variability of the data. Absorptance
also decreases and becomes more variable at low nitrate
levels, suggesting that the absorbed light was not efficiently
used for photochemistry. For example, photochemical
efficiency decreases as a result of a lower number of
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Figure 6. Respiration (a) and maximum gross photosynthesis/
respiration (GPS/R) ratio (b) of Cymodocea nodosa incubated at
different nitrate levels. Data points indicate average of six samples
+ standard deviation.

Figura 6. Respiracion (a) y razon fotosintesis bruta maxima/
respiracion (GPS/R) (b) de la faner6gama marina Cymodocea
nodosa incubada a diferentes niveles de nitrato. Los puntos de
datos indican el promedio de seis muestras + desviacion estandar.

En los macroéfitos marinos, la relacion FB-TTE depende
de la especie, asi como del historial de luz, los niveles de CO,
en el agua y los métodos usados para evaluar la evolucion del
oxigeno y la fluorescencia de la clorofila (Beer y Bjork 2000,
Franklin y Badger 2001, Gordillo et al. 2001, Carr y Bjork
2003, Figueroa et al. 2003, Beer y Axelsson 2004). En
U.rigida, la pendiente de la relacion FB-TTE decrecié
conforme aumento6 la concentracion de nitrato en el medio
(Cabello-Pasini y Figueroa 2005). Segtn Carr et al. (2003),
la relacion FB-TTE no muestra una respuesta lineal en
Ulva, pero los resultados de Cabello-Pasini y Figueroa
(2005) muestran una relacion lineal para el mismo género.
El presente estudio sugiere que la relacion FB-TTE en
C. nodosa se desvia de una relacion lineal s6lo en el caso del
tejido incubado a niveles de nitrogeno inferiores a 25 pM.
Esto sugiere que al menos en algunas plantas, la concentra-
cion de nitrogeno en los tejidos regula el acoplamiento de la
evolucion del oxigeno y el flujo de fotones. También es
posible que se produzca una fluctuacion anual de la relacion
FB-TTE como resultado de los cambios estacionales en los
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functional PSII centers relative to antennae or because of an
increase in the absorption cross-section of PSII, both which
impact energy transfer between PSII reaction centers
(Falkowski 1992).

The GPS-ETR relationship can vary in response to
different nutrient sinks. In addition to carbon assimilation,
other sinks, such as nitrogen assimilation, have been shown
to regulate these ratios (Figueroa et al. 2003). The slopes of
GPS vs ETR or @, Vs @, for example, were lower in
Ulva rotundata and Phorphyra leucosticta with the highest
nitrogen assimilation capacity, estimated as nitrate reductase
activity and internal nitrogen contents, relative to that
observed in Ulva olivascens (Figueroa et al. 2003). As
mentioned above, the basic assimilatory pathway for inor-
ganic nitrogen is closely dependent on organic carbon and,
hence, nitrogen limitation finally increases allocation of
organic carbon to lipids and carbohydrates (Falkowski and
Raven 1997). Babin et al. (1996) found maximum quantum
yield of carbon fixation to roughly covary with the nitrate
concentration in phytoplankton samples. In contrast, under
nitrogen-enriched conditions (as in our study), the sudden
nitrogen assimilation could inhibit RUBISCO activity and,
consequently, electrons might be used for nitrate assimilation
and the respiratory carbon flow would increase to provide
carbon skeletons (Turpin 1991).

Overall, the C/N ratios observed in C. nodosa fall within
the range described for marine macrophytes (Atkinson and
Smith 1983). In marine macrophytes, most of the organic
carbon and nitrogen is found in structural components, which
suggests that dark respiration is strongly related to biomass
formation. Thus, it is possible that the decrease in the C/N
ratio with increasing nitrate levels in the medium might be
the result of a transient suppression of photosynthetic carbon
fixation due to a competition between the Calvin cycle and
nitrogen assimilation. Whether other processes such as
nitrogen storage (N pools) and remobilization are active in
Cymodocea is unclear and require further investigation.

This study demonstrates that the relationship between
GPS and ETR is dependent on the nitrogen status in the tissue
of C. nodosa. Nitrate availability also affected a number of
parameters such as carbon, nitrogen, and chlorophyll content
in the tissue as well as the absorptance of the tissue. Conse-
quently, it is possible that the sample-to-sample variation
within and among studies may be the result of the differences
in tissue nitrogen levels. This study also suggests that the
relationship between GPS and ETR in natural seagrass popu-
lations may vary as a result of natural fluctuations in nutrient
loads (i.e., upwelling events).
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niveles de nitrogeno en el agua de mar o como resultado de
pulsos de nutrientes como los observados durante los eventos
de surgencia.

Se ha demostrado que en condiciones de luz continua, se
presenta una disminucion general de la TTE maxima, la cual
ha sido relacionado con un aumento en los requerimientos
minimos para la evolucion de O, (Herzig y Falkowski
1989). Ademas, a nivel de reacciones fotoquimicas, se ha
mostrado que la limitacion de nitrégeno regula la eficiencia
fotoquimica del PSII, principalmente debido a un incremento
de la disipacion térmica de la energia de excitacion absorbida
(Falkowski 1992). Tal impacto del nitrogeno en la eficiencia
fotoquimica del PSII es similar a la respuesta fotoinhibidora
observada en la vegetacion acuatica sumergida. Por otro lado,
también se ha observado que la limitacion de nitrogeno
disminuye las tasas de respiracién que a su vez incrementan
las razones FB/R (Carr y Bjork 2003, Cabello-Pasini y
Figueroa 2005). Las tasas de respiracion de C. nodosa dismi-
nuyeron significativamente cuando los niveles de nitrogeno
en el medio fueron inferiores a 10 uM. Esto coincide con
resultados previos; por ejemplo, la adicion de NO;~ y NH,*
resultd en una estimulaciéon de la respiracién en oscuridad
y la fijacion de carbono en oscuridad en la microalga
Selenastrum minutum (Elrifi y Turpin 1986). Aparentemente,
una disminucién de la sintesis proteica (una consecuencia
importante de la limitacion de nitrogeno) reduce la demanda
de esqueletos de carbono y ATP en la via respiratoria (Turpin
1991).

La respuesta de la TTE en C. nodosa fue de tres a diez
veces mas variable que la observada en Ulva lactuca
expuesta a una concentracion baja de nitrato (Carr y Bjork
2003, Cabello-Pasini y Figueroa 2005). Evidentemente, la
dispersion de los datos de la relacion FB-TTE aumenta con-
forme disminuye el nitrogeno en el medio y el tejido. Es posi-
ble que los niveles bajos de clorofila en los tejidos incubados
a niveles bajos de nitrato podrian causar la variabilidad de los
datos. La absorptancia también disminuye y es mas variable a
niveles bajos de nitrato, lo que sugiere que la luz absorbida
no fue utilizada eficientemente para la fotoquimica. Por
ejemplo, la eficiencia fotoquimica disminuye como resultado
de un menor niimero de centros funcionales del PSII en rela-
cién con antenas o debido a un aumento en la seccion trans-
versal de absorcion del PSII, lo cual afecta la transferencia de
energia entre los centros de reaccion del PSII (Falkowski
1992).

La relacion FB-TTE puede variar en respuesta a diferen-
tes sumideros de nutrientes. Se ha mostrado que, ademas
de la asimilacion de carbono, otros sumideros, como la
asimilacion de nitrégeno, regulan estas relaciones (Figueroa
et al. 2003). Por ejemplo, las pendientes de FB vs TTE o @pg),
vs @, fueron menores en Ulva rotundata y Phorphyra
leucosticta con una mayor capacidad de asimilacion de
nitrégeno, estimada como la actividad de la enzima nitrato
reductasa y el contenido de nitrogeno interno, en relacion
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con lo observado en Ulva olivascens (Figueroa et al. 2003).
Como se mencion0 anteriormente, la via asimilatoria basica
del nitrégeno inorganico depende estrechamente del carbono
organico y, por lo tanto, la limitacion de nitrégeno incre-
menta la asignacion de carbono organico a los lipidos y
carbohidratos (Falkowski y Raven 1997). Babin et al. (1996)
encontraron que el rendimiento cuantico méximo varia en
funcion de la concentracion de nitrato en las muestras de
fitoplancton. En contraste, en condiciones enriquecidas con
nitrégeno (como en el presente estudio), una subita asimila-
cién de nitrégeno podria inhibir la actividad de la enzima
RUBISCO vy, consecuentemente, los electrones podrian ser
usados para la asimilacion de nitrato y el flujo respiratorio de
carbono aumentaria para proporcionar esqueletos de carbono
(Turpin 1991).

En general, las razones C/N observadas en C. nodosa
caen dentro del intervalo descrito para macrofitos marinos
(Atkinson y Smith 1983). En estas plantas acudticas, la
mayor parte del carbono organico y nitrégeno se encuentra en
los componentes estructurales, lo que sugiere que la respira-
cion oscura se relaciona fuertemente con la formacion de la
biomasa. Asi, es posible que la disminucion de la razon C/N
conforme incremento el nivel de nitrato en el medio podria
ser resultado de una supresion transitoria de la fijacion foto-
sintética del carbono debido a una competencia entre el ciclo
de Calvin y la asimilacion de nitrogeno. No es claro si otros
procesos como el almacenamiento y la removilizacion de
nitrogeno son activos en Cymodocea y requieren de mayor
investigacion.

Este estudio demuestra que la relacion FB-TTE depende
de la concentracion de nitrogeno en el tejido de C. nodosa. La
disponibilidad de nitrato también afecta varios parametros,
tales como el contenido de carbono, nitrégeno y clorofila en
el tejido, asi como la absorptancia del tejido. Por ende, es
posible que la variacion entre muestras dentro del mismo
estudio y entre estudios puede ser resultado de las diferencias
del nivel de nitrogeno en el tejido. Nuestro estudio también
sugiere que la relacion FB-TTE en las poblaciones naturales
de fanerogamas marinas puede variar debido a fluctuaciones
naturales de la carga de nutrientes (i.e., eventos de surgencia).
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