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INTRODUCCION







Introduccién

En este trabajo se analizard el papel de la radiacion luminica y la disponibilidad de
nutrientes en la fotosintesis y en la acumulacion de pigmentos fotosintéticos y moléculas

fotoprotectoras.

La radiacion solar es la fuente primaria de energia para la vida sobre la Tierra; ésta puede
afectar al crecimiento y al desarrollo de las plantas tanto como fuente de energia mediante la
fotosintesis, como fuente de calor y como fuente de informacién ambiental. La irradiancia, la
composicién espectral, la direccion con que incide y su fotoperiodo son aspectos del ambiente
luminico que cambian en condiciones naturales y proporcionan informacién acerca de las
condiciones ambientales. Las plantas poseen fotorreceptores que les permiten emplear dicha

informacidn en la modulacion de distintos aspectos del crecimiento y desarrollo.

Las algas necesitan carbono inorganico, agua, luz y nutrientes para la fotosintesis y el
crecimiento. El nitrégeno es uno de los elementos quimicos mas abundantes en la materia viva,
todos los aminoacidos contienen nitrégeno y esta presente en otras importantes biomoléculas
(como son la clorofila, la ficobiliproteina, etc). También es el elemento que con mas frecuencia
limita el crecimiento algal. La asimilacién de nitrogeno es un proceso dependiente de la
fotosintesis y del metabolismo del carbono para el aporte de poder reductor, ATP y esqueletos
carbonados. Por ello, no s6lo el nitrégeno inorganico, sino también la luz y los azucares, actian
como sefiales que modulan positivamente la sintesis y la actividad de diversas enzimas

relacionadas con la asimilacién del nitrégeno.

En el primer apartado de la introduccion se abordaran los efectos biologicos que induce la
RUV en los organismos acuaticos y los posibles mecanismos de fotoproteccidn presentes en los
mismos, como la presencia de moléculas pantalla de esta banda de RUV, entre las que se
encuentran los aminoacidos tipo micosporina (MAAs, de su abreviatura en inglés mycosporine-
like amino acids). Estas moléculas, ademas de poseer una estructura quimica que les permite
absorber estas longitudes de onda, poseen nitrégeno entre los elementos quimicos que la
componen. Nos planteamos la posibilidad de que su presencia no sélo se relacione con la
cantidad de radiacién recibida, sino que también pueda estar relacionada con la disponibilidad
relativa de nutrientes (concretamente de nitrégeno) en el medio de cultivo. En el segundo

apartado de la introduccidn se tratara este aspecto.
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1. Radiacion ultravioleta. Efectos bioldgicos en organismos acuéticos.

La radiacién solar no llega en su totalidad a la superficie de la Tierra, ciertas longitudes de
onda son absorbidas total o parcialmente antes de alcanzarla. La radiacién UVB (280-315 nm)
representa solo una pequefia proporcion del total de la radiacion solar y menos de un 1% del
flujo solar total que alcanza la superficie terrestre, pero se trata de un rango de radiacion
altamente activa en términos biologicos, ya que los fotones de estas bajas longitudes de onda
son de mayor energia y son absorbidos por numerosos componentes celulares potenciando una
variedad de efectos bioldgicos. La disminucion del ozono estratosférico ha causado un
incremento del flujo de radiacion UVB sobre la superficie terrestre y los ecosistemas acuéaticos
(Kerr y McElroy, 1993). La efectividad bioldgica de la mayoria de las reacciones respecto al
UVB se incrementa considerablemente conforme disminuye la longitud de onda (Caldwell et
al., 1986). La radiacion UVA (315-400 nm) también puede influenciar negativamente en la
fotosintesis (Cullen et al., 1992), pero en muchos casos se ha observado que esta banda tiene un
efecto positivo en la fisiologia, induciendo procesos fotobioldgicos como la actividad fotoliasa
para reparar el dafio en el ADN (Buma et al., 1997), o en la actividad nitrato reductasa
(Vifegla, 2000).

La penetracion de la radiacion solar es mas alta en las aguas oceanicas que en las costeras,
llegando el 1% de la radiacién UVB que alcanza la superficie terrestre en aguas oceanicas a
profundidades de 25-35 m y el de la radiacién UVA a 35-50 m y en aguas costeras del litoral
andaluz (Cabo de Gata y Tarifa) a profundidades de 17-23 m y 30-45 m respectivamente
(Pérez-Rodriguez, 2000).

Entre los componentes celulares que se dafian con la radiacion UVB en organismos
fotosintéticos se pueden citar proteinas, ADN, ARN y membranas (Buma et al., 1995,1997;
Bischof et al., 2000; Vincent y Neale, 2000; Helbling et al., 2001) ademas también se ven
dafados algunos procesos biolégicos como la fotosintesis (Cordi et al., 1997; Figueroa et al.,
1997), el crecimiento (Grobe y Murphy, 1994; Altamirano et al., 2000) o la germinacion de
esporas (Altamirano et al., 2003); al igual que se puede alterar la estructura de las comunidades

de macroalgas en los sistemas acuaticos (Bischof et al., 1998).

La sensibilidad frente a la radiacién UVB varia segun las especies y segun los estadios de
vida afectados (Dring et al.,, 1996), sin embargo, existen mecanismos de proteccion y
reparacién frente al UV (Mitchell y Karentz, 1993; Karentz et al., 1991 a y b) que en su

conjunto complican la evaluacion del significado ecoldgico de los efectos de la RUV en las
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macroalgas marinas. Contra el dafio fotoquimico se encuentran las siguientes defensas
bioquimicas: fotorreactivacion de ADN (mediada por radiacion PAR y UVA), reparacion de la
excision nucleotidica y la recombinacién del ADN (Mitchell y Karentz, 1993), acumulacion de
antioxidantes lipo- e hidrosolubles y la actividad de enzimas antioxidantes (Cockell y
Knowland, 1999). Otro mecanismo fisicoquimico contra los efectos dafiinos del UV, es la
biosintesis y acumulacién de moléculas apantalladoras de UV. Entre estas sustancias con papel
potencial como pantalla de la RUV en organismos marinos se encuentran los carotenoides, las

ficobiliproteinas, los fenoles, los MAAs.

Puesto que la investigacion en torno a estas moléculas es bastante reciente, se recoge en el
siguiente apartado de la introduccién una revision de los resultados y conclusiones mas

representativos en relacion con los MAAs.

1.1. Aminoacidos tipo micosporina.

En 1961 Tsujino y Saito descubrieron unas sustancias que absorbian la RUV en algas rojas,
las llamé sustancia 334. En 1969 Shibata sugirié que el papel fisiologico en algas verde-
azuladas marinas y en corales de estas sustancias era su actuacion como filtro ante la RUV o
como precursoras de pigmentos ya existentes. Mas tarde, Yoshida y Sivalingam (1970),
basandose en su espectro de fluorescencia y su posible localizacion en los cloroplastos,
apuntaron a que estas sustancias podian jugar un papel importante en la fotosintesis. En 1972
Maragos encontré una correlacion negativa entre la absorcion de estas sustancias y la
profundidad a la que se encontraban la colonia de corales, esta fue la primera evidencia
experimental de su posible papel fotoprotector frente a la RUV. Mas tarde, Sivalingam y
colaboradores (1974 y 1976a,b) sugirieron que la sustancia 334 en algas marinas actuaba como
un aceptor o transportador temporal de la energia de la RUV hacia las clorofilas del sistema
fotosintético, es decir, actuarian como un pigmento accesorio fotosintético en la antena. Esta
conclusion la extrajeron teniendo en cuenta el espectro de fluorescencia de esta sustancia y
también su posible localizacion en la fraccion soluble de los cloroplastos (Sivalingam et al.,
1976b).

Las micosporinas, propiamente dichas y de ahi su nombre, fueron caracterizadas en primer
lugar en 1965 por Leach en el hongo Ascochyta pisi, se las relacion6 con la induccién luminica
de la esporulacion. Favre-Bonvin y colaboradores (1976) fueron los primeros en describir la
estructura quimica de una micosporina en el hongo Stereum hirsutum, fue denominada
micosporina-310. Young y Patterson (1982) postularon que las micosporinas protegian de la

RUV del sol a las esporas de hongos en su dispersion por la atmdésfera.
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En los dltimos afios, se han aislado de cianobacterias, algas y otros organismos marinos una
serie de derivados de la micosporina-310, se trata de derivados imino-carbonil del croméforo de
ciclohexenona de las micosporinas, estos nuevos compuestos se denominaron aminoacidos
tipo-micosporina (MAAS). Tanto las micosporinas como los MAAs tienen conjugado en el
anillo  sustituyentes nitrogenados (amino), aminoacidos 0 sus amino-alcoholes
correspondientes, la glicina es el aminodcido mas comun presente en los MAAs. Se apunta a
que los MAAs se acumulan intracelularmente (Garcia-Pichel y Castenholz, 1993). En 1995
Bohm y colaboradores describieron en la cianobacteria terrestre Nostoc commune MAAS
unidos a oligosacaridos (se denominaron OMAAs) estos OMAASs se localizaban en la cubierta
extracelular de las cianobacterias, donde formaban complejos de alto peso molecular unidos a

dicha cubierta mediante interacciones no covalentes (Hill et al., 1994).
1.1.1. Propiedades de los MAAs.

Los MAAs poseen caracteristicas de compuestos idnicos (son anfolitos) con una
temperatura de desnaturalizacion alta y una alta solubilidad en agua. Los pesos moleculares
rondan los 330 Da. Los méaximos de absorcion se encuentran en el intervalo de 310-360 nm y
sus espectros se caracterizan por poseer sélo un pico con un ancho de banda de
aproximadamente 20 nm (Karentz, 1994; Carroll y Shick, 1996) y poseen una alta
fotoestabilidad (Conde et al., 2000). Se ha postulado que al tratarse de moléculas pequefias los
MAAs ejercen una presion osmotica celular y contribuyen a la turgencia de la célula, por ello,
su acumulacion en grandes cantidades podria causar efectos fisioldgicos; y por lo tanto se hace
necesario regular su acumulacion para el mantenimiento de la homeostasis (Garcia-Pichel,
1994; Oren, 1997).

Hay descritas 13 micosporinas distintas en hongos (Bandaranayake, 1998). En organismos
marinos hay descritos 23 MAAS: mycosporine-gly y asterina-330 (Gleason, 1993), shinorine
(Tsujino et al., 1980), porphyra-334 y palythine (Takano et al., 1978 a), palythinol (Dunlap et
al., 1986), palythene (Takano et al., 1978b), mycosporine-tau y mycosporine-2-gly (Stochaj et
al., 1994), acido palythenico, mycosporine-thr, mycosporine-gly-ser, mycosporine-gly-val
(Karentz et al., 1991b), mycosporine-gly-asp, mycosporine-metilamina-thr (Wu Won et al.,
1995), palythine-ser, palythine-thr-sulfato y palythine-ser-sulfato (Wu Won et al., 1997),
mycosporine-NMA:ser, mycosporine-NMA:thr; mycosporine-glu-gly, mycosporine-glu y

usujirene (Bandaranayake et al., 1996) (figura 1).

Existe una base de datos en Internet, http:\\www.biologie.uni-erlangen.de\botanikl, en la

que resumen algunos aspectos béasicos sobre los MAASs, sus propiedades, el método de
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extraccion, las estructuras quimicas de algunos de ellos, etc. Ademas de unas tablas donde se
recogen datos de distintas publicaciones cientificas con gran cantidad de especies, recolectadas
de distintos lugares y en distintas épocas del afio, de cianobacterias, microalgas y macroalgas y

en las que se especifican el contenido o Gnicamente los tipos de MAAS presentes.
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Figura 1. Estructuras quimicas, maximos de absorcion, pesos moleculares y coeficientes de
extincion molar de los seis MAAs presentes con mayor frecuencia en macroalgas marinas

(referencias en el texto).

1.1.2. Biosintesis de los MAAs.

Favre-Bonvin y colaboradores en 1987 fueron los primeros en investigar la biosintesis de
las micosporinas, concretamente de mycosporine-glutaminol en el hongo Trichothecium
roseum. Estudiaron la incorporacién de &cido acético, acido glicérico y &cido dehidroquinico
marcados radiactivamente con carbono 14 y concluyeron que el anillo de ciclohexenona se
originaba en la primera parte de la ruta del &cido chiquimico; ademas, apuntaron a que el 6-
deoxygadusol podria ser el precursor de estos anillos (més evidencias en Bandaranake y
Rocher, 1999). Las micosporinas se sintetizarian, por lo tanto, en los plastidos y en el citosol.
Esta ruta bioguimica esta presente en bacterias, hongos y plantas, sin embargo, en células
animales no lo esta (Bentley, 1990; Haslam, 1993), por lo la presencia de MAAs en algunos
animales hay que atribuirla a la dieta (por consumo de micro o macroalgas que contienen
MAAS) (evidencias experimentales en Carroll y Shick, 1996; Carrefot et al., 2000; Newman et
al., 2000). Una vez incorporado los MAAs al organismo pueden sufrir una serie de reacciones

de bioconversion (Dunlap y Shick, 1998).
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Las cadenas de los MAAs proceden de los correspondientes aminoacidos que se incorporan
al anillo en un paso posterior de condensacion. Las variaciones en los Gltimos pasos de la

biosintesis explican la diversidad de MAAs encontrada en la naturaleza.

Otra evidencia experimental de que la ruta del acido chiquimico es la via de sintesis de los
anillos de los MAAs la obtuvieron Shick y colaboradores (1999), emplearon un inhibidor de
esta ruta metabdlica, el herbicida glifosato (N-(fosfonometil)-gly), y vieron cémo en 7 dias de
exposicion el contenido en MAAs disminuy6 considerablemente e incluso desaparecieron estas

moléculas en el coral Stylophora pistillata.

En cianobacterias también se ha demostrado el origen del anillo de los MAAS, procede de
la ruta del &cido chiquimico, en este estudio se emplearon trazadores radiactivos (acetato y
piruvato). Para demostrar la incorporacién posterior de cadenas aminoacidicas al anillo
emplearon moléculas de glicina y serina marcadas también con carbono 14. Ademas se
determind que la molécula monosustituida mycosporine-gly era la precursora de la bisustituida
shinorine (Portwich y Garcia-Pichel, 1999).

La ruta del &cido chiquimico es vital para el metabolismo intermedio y esta unida
funcionalmente a la fotosintesis (Bentley, 1990). Por ello, incrementos en las tasas
fotosintéticas podrian incrementar el flujo de carbohidratos a través de esta ruta y
consecuentemente incrementar la produccion de MAAs. Esta dependencia se comprobd en
dinoflagelados empleando un inhibidor de la fotosintesis (Carreto et al., 1990a). También se ha
demostrado que cuando disminuia la actividad fotosintética por estrés térmico, disminuia la
concentracion de MAASs (en presencia o no de UV) (Lesser et al., 1994; Glynn et al., 1993). Sin
embargo, la dependencia no es completa, Neale y colaboradores (1998) observaron una
estimulacién en la biosintesis de MAAs mucho mayor que el incremento en la fotosintesis
cuando se iluminaba con una luz blanca intensa los cultivos de microalgas, por lo tanto, se
deduce que los MAASs no siguen Unicamente el carbono fotosintético, sino que la regulacion de
la sintesis de MAAs es parte de una serie de respuestas a altas irradiancias (Moisan y Mitchell,
2001). Ademés en la literatura encontramos que la sintesis de algunos MAAs no estaba
relacionada con la fotosintesis ya que se sintetizaban aun no estando presente la radiacion PAR
(Karsten et al., 1998a).

1.1.3. MAAS en organismos acuaticos.

Entre distintas cepas de cianobacterias la variabilidad en el contenido de MAAs es muy
grande, es mas, en el género Microcoleus los patrones de MAAS y carotenoides se usaron para

resolver problemas taxondmicos (Karsten y Garcia-Pichel, 1996).
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Se determind una relacion directa entre la acumulacién de MAAs en cianobacterias y la
cantidad de RUV recibida (Garcia-Pichel et al., 1993; Ehling-Schulz et al., 1997; Sinha et al.,
1999). Sin embargo, otros autores no observaron influencia alguna de la calidad de luz en la
acumulacion de MAAs (Quesada et al., 1998).

Los MAAs se inducian por estrés provocado por radiacion UV-B y estrés osmético,
ademas, el sinergismo entre ambos derivaba en un incremento en la acumulacién de

mycosporine-gly (Portwich y Garcia-Pichel, 1999).

En microalgas también se ha estudiado el contenido de MAAs. En dinoflagelados y
diatomeas de distintas latitudes se observo una acumulacién de MAAs cuando se los exponia a
RUV solar o artificial y también cuando se incrementaban las dosis de PAR. Esta acumulacién
fue en muchos casos especie-dependiente y especifica para cada MAAs ademas de estar
controlada por la calidad espectral de la radiacion incidente (Carreto et al., 1990a; Lesser,
1996; Wangberg et al., 1997; Xiong et al., 1997, 1999; Helbling et al., 1996; Riegger y
Robinson, 1997; Wulf et al., 1999; Klisch y Hader, 2000; Newman et al., 2000). Sin embargo,
en otros trabajos no se observo una correlacién positiva entre exposiciones a radiacién UVB y
el contenido de MAAs (Helbling et al., 1996; Xiong et al., 1996; Hannach y Sigleo, 1998).

En aguas oceanicas se atribuyeron las propiedades de absorcion en el rango de la RUV a los
MAAs presentes en el fitoplancton (Vernet et al., 1989; Helbling et al., 1996). Actualmente, se
ha demostrado que los MAAs son un componente de la MOD (materia organica disuelta) que
aunque estan presentes en bajas concentraciones contribuyen a la absorcion de la RUV
(Whitehead y Vernet, 2000).

Marchant y colaboradores (1991) determinaron que en el estadio de vida colonial de la
especie Phaeocystis pouchetii (Prymnesiofita) se producian compuestos que absorbian luz UV
(presumiblemente MAAS, aunque no identificados por HPLC) que eran secretados a la matriz
mucilaginosa colonial en respuesta a una exposicion a radiacion UVB, también se observé un
mayor contenido de estas moléculas en células de regiones antarticas que en las de zonas
templadas. Sugirieron gue estos compuestos protegian de la RUV a los organismos presentes en
la columna de agua durante un bloom de P. pouchetii. En el dinoflagelado Lingulodinium
polyedrum, la RUV provocaba un descenso de la concentracion de MAAs dentro de la célula 'y
un incremento en la absorcion en el UV en el medio que le rodeaba (Vernet y Whitehead,
1996). La excrecion de MAAs al medio puede ser un mecanismo por el que se incremente el
efecto protector de estas moléculas, ya que de este modo la radiacion se atenta antes de entrar
en la célula (Sinha et al., 1998).

11
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Se realizaron experimentos para estudiar la relacion de simbiosis, en términos de MAAs,
entre algas e invertebrados y se observd una acumulacion de grandes cantidades de 3 MAAs
(mycosporine-gly, shinorine 'y porphyra-334) en el dinoflagelado Symbiodinium
microadriaticum (simbionte de Cassiopeia xamachana) en presencia de RUV y PAR y no en
presencia de PAR solamente. Estos MAAs los transportaban a sus hospedadores. Sin embargo,
no se inducia la concentracion de MAAS en otras especies relacionadas con la anterior como
Symbiodinium californium, el simbionte de Anthopleura elegantissima, crecido en los mismos
regimenes luminicos indicados para el caso anterior y carente de MAASs en todos los casos
(Banaszak y Trench, 1995).

Karsten y colaboradores (1998b) determinaron que especies de macroalgas de zonas
templadas (como el Sur de Espafia) presentaban una concentracion intracelular de MAAs mas
alta que otras especies de zonas mas polares, como prueba de la relacion directa existente entre
el contenido de MAAs vy la dosis anual de luz solar que reciben. Se confirmo que las algas rojas
de aguas profundas, las algas verdes y las pardas no poseian MAAs o bien s6lo poseian trazas
de ellos (otros autores que llegaron a la misma conclusion, Karentz et al. 1991b; Karentz, 1994;
Molina y Montecino, 1996; Sivalingam et al., 1974; Hoyer et al., 2001); sin embargo, en otras
publicaciones se hace referencia a una concentracion muy alta de mycosporine-gly en algas
pardas y verdes (Banaszak et al., 1998). También una alta concentracion de un compuesto que
absorbia la RUV con un méaximo a 324 nm se detectd en el alga verde Prasiola crispa, aungque
este compuesto esta aun sin identificar, podria tratarse de un MAA (Hoyer et al., 2001). La
acumulacién de uno u otro tipo de MAA es dependiente de la calidad de la luz incidente y

también es dependiente de la especie (Karsten et al. 1998b; Franklin et al., 1999).

La concentracion de MAAs se incrementaba al transplantar ejemplares de algas rojas desde
aguas profundas a aguas someras y ademas se observo la existencia de un ciclo estacional en la
acumulacion de MAAs (Post y Larkum, 1993; Karsten et al., 1999). Los apices de las especies
articas Devaleraea ramentacea y Palmaria palmata contenian 5 veces mas MAAs que la base
(Karsten et al., 1999; Karsten y Wiencke, 1999). Ni la radiacién PAR, ni la UV (A y B) hacian
variar la concentracion de MAAs respecto al valor inicial en el alga roja Porphyra umbilicalis
lo atribuyeron a que la concentracion inicial de MAAs era ya muy alta (Groniger et al., 1999).
Tampoco se detectd una induccién de la sintesis de MAAs en el alga roja Gracilaria cornea.
En este mismo trabajo se comprobd la gran estabilidad de los MAAs ante el estrés ambiental
(UV-B y temperatura) (Sinha et al., 2000). Los tejidos reproductores de algas rojas de

manglares contenian una alta concentracion de MAAs (Karsten et al., 2000).

12
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Hoyer y colaboradores (2001) distinguieron tres tipos de comportamientos; especies que no
podian sintetizar MAAs (9 de las 18 algas rojas analizadas), especies que poseian una
concentracion béasica de MAAs que podian variar segun la radiacion recibida y por Gltimo,
especies con una concentracién interna alta y que se mantiene constante independientemente de
las condiciones ambientales. A este grupo pertenece Bangia atropurpurea que no presentaba

variaciones estacionales en la acumulacion de MAAs (Karsten y West, 2000).

Ya que en general, las algas pardas y verdes poseen a lo sumo trazas de MAAs, deben
llevar a cabo otras estrategias para protegerse frente a una exposicion excesiva a la RUV. La
induccidn y acumulacion de florotaninos (compuestos polifendlicos) después de la exposicion a
RUV en el alga parda Aschophyllum nodosum se describi6 como un mecanismo de
fotoproteccion potencial contra la RUV (Pavia et al., 1997). En el alga verde Dasycladus
vermicularis se identificd otra sustancia de naturaleza fendlica (3,6,7-trihidroxicumarina) que
parecia proteger a las células frente a la radiacion UVB (Pérez-Rodriguez, 2000), este
compuesto se concentraba mayoritariamente en la parte apical del talo, la mas expuesta a la
RUV, también estaba presente en la parte interna de las paredes celulares y alrededor de la
membrana vacuolar (Pérez-Rodriguez et al., 2003). Estas moléculas del alga verde Dasycladus
vermicularis, se liberen al agua de mar ante distintas condiciones de estrés, como altas
irradiancias y temperaturas, y se propone que protegen a otras algas filtrando parte de la RUV
antes de que llegue a estos organismos (Pérez-Rodriguez et al., 2001). En plantas vasculares se
ha observado que los fenilpropanoides (derivados de flavinas) las protegen de la RUV (Tevini
etal., 1991; Kootstra, 1994).

Dunlap y Chalker (1986) identificaron que las sustancias que absorbian la RUV en corales
eran MAAs. La concentracion de MAAs disminuia logaritmicamente conforme se
incrementaba la profundidad (Dunlap et al., 1986; aunque Shick et al., 1991 no encontrd tal
variacién), presentando una gran plasticidad en su capacidad de absorber la RUV (Gleason y
Wellington, 1993; Muszynski et al., 1998), segun las especies (Teai et al., 1997) o incluso entre
dos morfologias de color distintas dentro de la misma especie (Gleason, 1993). La produccion y
acumulacién de MAAs en corales se disparaba con la radiacién solar, concretamente con el
rango del UV (Jokiel y York, 1982; Dunlap y Shick, 1998; Lesser, 2000). Banaszak y
colaboradores (1998) determinaron que algunas especies de corales no respondian
disminuyendo la concentracion de MAAs al disminuir la RUV, apuntaron a que otras variables,
como por ejemplo la movilidad del agua (como ya sefialaron Jokiel y colaboradores, 1997)

podrian también afectar a la acumulacion de los MAAs.
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Se ha observado la presencia de MAAS en otros organismos, en una bacteria heterotréfica

marina (Arai et al., 1992), ademas algunas especies de los generos Pseudoalteromonas y Vibrio

pueden transformaban shinorine y porphyra-334 en el medio en mycosporine-glycine o 4-

deoxygadusol. También se han detectado MAAs en esponjas (Bandaranayake et al., 1996),

anémonas (Banaszak y Trench, 1995), equinodermos (Bandaranayake y Rocher, 1999),

moluscos (Ishikura et al., 1997), crustaceos (Grant et al., 1985), ascidias (Kobayashi et al.,

1981), platelmintos y anélidos (Karentz, 1994), peces y ratones (Mason et al., 1998). También

se han encontrado MAAs en liquenes, solo en aquellos que tienen cianobacterias de los géneros

Collema, Gonohymenia y Peltula como ficobiontes (Bldel et al., 1997).

1.1.4. Funciones propuestas de los MAAs.

14

Fotoprotector frente la RUV (Karsten et al., 1998b, Banaszak et al., 1998). Esta funcion

serda ampliamente descrita en el siguiente apartado.

Actividad antioxidante in vitro (mycosporine-gly) (Dunlap y Yamamoto, 1995). Aunque los
resultados obtenidos no serian de aplicacion directa a los sistemas vivos, los autores
sugirieron que este MAA podria proteger a los organismos del estrés fotooxidativo

provocado por los radicales de oxigeno.

Osmolito orgénico y soluto compatible en comunidades de cianobacterias halofilicas (Oren,
1997). La dilucion del habitat hipersalino en el que vivian estas cianobacterias derivaba en
una excrecién inmediata desde el interior celular, de manera que el porcentaje de pérdida
era aproximadamente proporcional al porcentaje de dilucion del medio. Portwich y Garcia-
Pichel (1999) determinaron que en Chlorogloeopsis la sintesis de mycosporine-gly se
producia debido a la accién osmoética y ademas existia sinergismo con la radiacion UVB.
Sin embargo, en esta cianobacteria que tolera concentraciones salinas préximas al 70% del
agua de mar normal, los MAAs representaban menos del 5% del total intracelular de
osmolitos, por lo tanto, su papel fisioldgico en este caso no era el de regulacion osmoética
(Shick y Dunlap, 2002).

Pigmento accesorio fotosintético. La fluorescencia de los MAAs a 430-450 nm permitiria
que la clorofila del sistema fotosintético pudiese aprovechar la energia de la luz absorbida
en la region del UV (Price y Forrest, 1969; Sivalingam et al. 1976a,b; Maragos, 1972;
Logan et al., 1990). Sin embargo, en un estudio reciente se ha demostrado que los MAAS
(principalmente shinorine) en la microalga Phaeocystis antartica no transferian la energia
de la RUV (directamente o por fluorescencia) a la clorofila a, y por lo tanto, no

participaban en la fotosintesis. Esta conclusion la dedujeron debido a que en la regién del
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UV el rendimiento de fluorescencia relativo de la clorofila a es muy inferior a aquel en la
region visible (Moisan y Mitchell, 2001).

Precursores de algunos pigmentos (Price y Forrest, 1969; Shibata, 1969). Estos autores
apuntaron hacia esta posibilidad, pero no existen trabajos posteriores en los que se

investigue esta funcién.

Papel en la reproduccion de diversos organismos, se llegd a esta conclusién en diversos
trabajos debido a que se alcanzaba la maxima concentracion de MAAs en los huevos
alrededor del periodo de desove (Grant et al., 1985; Post y Larkum, 1993; Adams y Shick,
1996; Bandaranayake et al., 1996 y 1997; Bandaranayake y Rocher, 1999). Sin embargo,
esta sincronizacion no tiene por qué significar que los MAAs estdn regulando la
reproduccion, simplemente se puede afirmar que se puede emplear la concentracion de
MAAs como un indicador de la maduracién de los ovarios. Quedaria por demostrar si los
factores medioambientales y fisioldgicos que regulan el desarrollo de los ovarios también

controlan el secuestro y el metabolismo de los MAAs (Shick y Dunlap, 2002).

1.1.4.1. Papel fotoprotector de los MAAs.

Deben cumplirse varios requisitos para considerar que una molécula tiene un papel

fotoprotector:

El més importante de ellos, son los beneficios que la molécula debe brindar al organismo,
mejor adaptacion de los organismos a la RUV cuando posean estas moléculas (en términos

de crecimiento, supervivencia...).

La molécula debe proteger al organismo de manera pasiva, de modo que exista una
correlacion entre la concentracion de la molécula y la resistencia a la RUV, incluso bajo
condiciones de inactividad fisiolégica, donde otros mecanismos activos de fotoproteccién

no estén funcionales.

Ademas los beneficios que brindan las moléculas deben ser méaximos en aquellas longitudes

de onda donde dichas moléculas tengan la maxima absorcién.

La presencia de MAAS en gran parte de los organismos marinos sugiere que debido a que la

vida se origind bajo condiciones de ausencia de 0zono y por tanto, bajo intensidades mas altas

de radiacion UVB, la proteccion frente a la exposicién a la RUV deberia haber sido un

importante caracter en la evolucion de los primeros eucariotas y, por lo tanto, en el proceso de

seleccién natural. Se puede corroborar con el hecho de que las rutas de sintesis de MAAS son
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muy similares en hongos y cianobacterias. Sin embargo, no hay evidencias del origen
filogenético de los MAAs ni de los patrones de distribucién en los distintos grupos
taxondmicos. Por otro lado, la gran cantidad de datos existentes donde se apunta a una relacion
entre el contenido interno de MAAs y la cantidad de RUV recibida ya sea por distinta
localizacion batimétrica o latitudinal, parecen estar en consonancia con un papel fotoprotector.
Sin embargo, no existen demasiadas evidencias experimentales que lo demuestren y en general,
se ha concluido que la sintesis de MAAs protege parcialmente a los componentes celulares y a
los procesos fisiologicos (Wood, 1989; Post y Larkum, 1993; Garcia-Pichel et al., 1993; Lesser,
1996; Neale et al., 1998; Franklin et al., 1999; Sinha et al., 2000; Yakovleva y Titlyanov,
2001).

Garcia-Pichel (1994,1996) basadndose en modelos Opticos calculé la eficacia de
fotoproteccion relativa de los MAAs en células de fitoplancton, asumiendo que los MAAs se
distribuian de manera homogeénea en la célula. Llego a la conclusion de que las células grandes
esféricas con bajo autosombreado se beneficiarian mas de la inversion en la sintesis de
productos pantalla de luz. La vulnerabilidad de las células pequefias frente a las de mas tamafio
se debe a que cuanto mayor sea el paso de luz méas se pueden absorber los fotones antes de
danar los componentes celulares. Segun estos resultados, las células de dinoflagelados estarian
protegidas. En este sentido, Bracher y Wiencke (2000) determinaron que sélo en los blooms o
en las grandes colonias de fitoplancton antartico los MAAs actuarian como protectores
eficientes frente al UV. Por otro lado, si los OMAAs (MAAs glicosilados) presentes en Nostoc
commune se podria afirmar se distribuyesen homogéneamente alrededor de la cubierta externa

tendrian un factor de proteccion solar del 70% (Ehling-Schulz et al., 1997).

Neale y colaboradores (1998) mostraron que la fotosintesis del dinoflagelado Gymnodinium
sanguineum estaba protegida al menos en un 80% de los dafios del UV en las longitudes de
onda mayormente absorbidas por los MAAs. Pero en el alga Chondrus crispus Franklin y
colaboradores (1999) no llegaron a la conclusién de que los MAAs protegian a la fotosintesis
de manera completa, por ello estos autores plantearon que quiza esta diferencia se debia a que
en G. sanguineum se inducia la sintesis de MAAs cuando se iban incrementando los niveles de
radiacion PAR sin UV, ademas de que en los tratamientos de C. crispus la RUV era
extremadamente alta. Otra explicacion a esta diferencia puede ser que en C. crispus habia un
cambio en la proporcion de MAAs y por ello podria ser que los MAAs con maximos de
absorcidn a longitudes de onda mas bajas fuesen pantallas mas efectivas que shinorine, que era
el MAA mayoritario en los estadios primeros de aclimatacion. En este mismo trabajo del alga
roja C. crispus se decia que el contenido de MAAs no protegia frente a una reduccion del

crecimiento, esta reduccion podia deberse a dafios en otros procesos celulares y a pesar de la

16



Introduccién

sintesis rapida de los MAAs el pool presente no era suficiente para prevenirlo (Franklin et al.,
1999).

El contenido de MAAs en Mastocarpus stellatus era 6 veces mayor que en C. crispus, M.
stellatus era mas resistente a la RUV y por ello mas competitivo. Los autores apuntaron a que
esta mayor resistencia pudiera deberse a su mayor contenido en MAAs (Bischof et al., 2000).
La forma colonial de la Prymnesiofita antartica Phaeocystis antarctica acumulaba MAAS, y sin
embargo, su crecimiento era sensible a la radiacion UVB (Karentz y Spero, 1995). Ademas,
algunas especies de diatomeas antarticas no acumulaban MAAs y sobrevivian mejor al UVB

que P. antarctica (Davidson et al., 1994).

En relacidn con el papel fotoprotector que podrian tener los MAAS en las cianobacterias
hay autores que apuntaron a que los MAAs eran un importante mecanismo de proteccion frente
al fotodafio producido por la RUV (Karentz et al., 1991a,b; Ehling-Schulz et al., 1997; Quesada
et al., 1999). Sin embargo, esta proteccion depende de las especies y de la localizacion de estos
pigmentos en ellas. Garcia-Pichel y Castenholz (1993) estimaron los factores de proteccion de
los MAAs en células de varias cianobacterias, la presencia de MAAs protegia entre un 10 y un
30% frente a los efectos dafiinos de la RUV, cuando estos pigmentos se localizaban en el
citoplasma. Pero la capacidad de apantallar la radiacién se incrementaba en comunidades o
colonias de cianobacterias (Castenholz, 1997). El factor de proteccion solar de los MAAS para
la cianobacteria Gloeocapsa sp. fue de un 30% a 326nm, por lo que se concluy6é que la
aclimatacién a la RUV no era debida Unicamente a la presencia de MAAs. Ademas bajo
condiciones de desecacién, donde los mecanismos fisioldgicos de fotoproteccion y de
reparacién no estaban operativos, las células con alto contenido en MAAS Unicamente tenian un
20-25% de resistencia (Garcia-Pichel et al., 1993).

En animales también se ha sugerido cierta capacidad de fotoproteccion. Shick y
colaboradores (1994) mediante el uso de la resonancia paramagnética electronica presentaron
evidencias experimentales sobre la proteccion que brindaban los MAAs frente al estrés
oxidativo provocado por la RUV en ovarios de erizos marinos. Adams y Shick (1996)
demostraron que los MAAs protegian de la RUV a los huevos de erizos marinos de la especie
Strongylocentrotus droebachiensis. En Holothuria atra se observd que algunos MAAs tenian
papel fotoprotector y otros, papel en la reproduccién, los imino-MAAs se acumulaban en la
epidermis (fotoprotector) y estos eran transformados en el tracto digestivo a mycosporine-gly,
que se acumulaba temporalmente en las visceras para ser transferidas posteriormente a los
organos reproductores (Bandaranayake y Rocher, 1999). La concentracion de MAAs era alta en

los huevos de Aplysia dactylomela, seguido de la piel y era baja en las glandulas digestivas.
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Concluyeron que debia existir un mecanismo de transporte de los MAAs desde la dieta

mediante el que se ejercia el papel fotoprotector de los MAAs (Carefoot et al., 2000).

Dionisio-Sese y colaboradores (1997) demostraron que la presencia de MAAs en la
superficie de la tinica, que es transparente a la luz visible fotosintética, de una ascidia colonial
protegia a sus simbiontes fotoaut6trofos del fotodafio producido por la RUV. Ademas, Ishikura
y colaboradores (1997) en un trabajo similar al anterior estudiaron el efecto de la RUV en la
fotosintesis de zooxantelas que vivian dentro de cubiertas sifonales de la almeja gigante
Tridacna crocea, en estas cubiertas habia alta concentracion de MAAs que protegia a la
zooxantela de la RUV. En este trabajo se concluyé que los MAAs eran capaces de absorber el
87% de la radiacién de 310 nm y un 90% la de 320 nm antes de que esta radiacion alcanzara
una profundidad de 0.2 mm en el manto sifonal (Ishikura et al., 1997). En corales Dunlap y
Shick (1998) sugirieron que el contenido de MAAs era la primera linea de defensa frente a la
RUV de sus algas endosimbiontes. Sin embargo, Kinzie (1993) determind que la fotosintesis
bruta en el coral Hawaiano Montipora verrucosa decrecia después de una aclimatacion a la
RUV bajo fotoperiodos largos a pesar de que se producia un incremento en la concentracién de
MAA:S.

A pesar de la variedad de resultados a partir de los que, en algunos casos, se deduce un
papel fotoprotector de los MAAs, hay que tener en cuenta que un protector solar debe ser
eficiente no sélo absorbiendo las longitudes de onda de la RUV, sino también disipando la
energia absorbida, sin que se transfiera a biomoléculas sensibles y sin que provoque estrés
fotooxidativo debido a la formacién de radicales de oxigeno. Por lo tanto, las funciones de
pantalla solar y antioxidante para la proteccidn frente a la RUV, estan entrelazadas. Sélo hay
dos publicaciones que tratan de las caracteristicas fotofisicas para la disipacién de la energia de
la RUV por parte de los MAAs, y ambas examinan las propiedades del estado excitado y la
fotoestabilidad de imino-mycosporines de macroalgas in vitro. Shick y colaboradores (2000)
estudiaron shinorine (17 uM) en este contexto, y concluyeron que al no formarse radicales
libres cuando se irradiaba con RUV y debido a que no se detectaba fluorescencia cuando se
excitaba en un rango de longitudes de onda alrededor de su maximo de absorcién, se podia
considerar que esta molécula era muy eficiente disipando térmicamente la energia de la RUV
absorbida. Conde y colaboradores (2000) estudiaron la porphyra-334 (6 uM) y concluyeron que
los bajos rendimientos cuénticos de fluorescencia, los cruces intersistemas y la ausencia de
productos de la fotolisis de la molécula estaban de acuerdo con el papel fotoprotector en
sistemas vivos (Conde et al., 2000). Todo ello, unido a la alta fotoestabilidad in vitro (Conde et
al., 2000) e in vivo (Adams y Shick, 2001) son atributos de un agente protector de la RUV

efectivo.
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El estudio del papel fotoprotector en macroalgas marinas seria mucho mas sencillo si se
supiese a ciencia cierta la localizacion de los MAAs y la penetrabilidad de la RUV en los talos
algales. Sélo hay un trabajo en el que se hable de la posible localizacion de los MAAs en los
cloroplastos de macroalgas (Yoshida y Silvalingam, 1970), aungue en general, se asume una
localizacion citoplasmética (Garcia-Pichel y Castenholz, 1993), y ninguno en relacién a la

penetrabilidad de la radiacion UVB en un talo de un alga multicelular.
2. Acumulacién de MAAs y disponibilidad de nitrégeno inorgéanico.

Las principales fuentes de nitrégeno para macroalgas son el nitrégeno inorganico disuelto
(en forma de nitrato y amonio) y el nitrégeno organico disuelto (urea, aminoacidos). El amonio,
es generalmente, la fuente preferente (Ullrich, 1983). La incorporacién de nitrogeno esta
influenciada por la cantidad de luz disponible, la temperatura, el movimiento del agua, el nivel
de desecacion y la forma idnica del elemento. Los factores biolégicos que influyen en la
incorporacion del nitrégeno son, el tipo de tejido, la edad de la planta, su historia nutricional y
la variabilidad entre individuos. El nitrato se reduce intracelularmente a amonio por la accién
secuencial de las enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa. A continuacion, el amonio es
incorporado a los aminoacidos por dos vias principalmente. La via de la glutamina sintetasa, en
la que la glutamina es el primer producto. Y la segunda via, de menor importancia, es la de la

glutamato dehidrogenasa que resulta en la formacion de acido glutdmico.

La incorporacidn de nitrégeno es mas rapida en el alga cuando los talos han crecido en
condiciones de limitacion de nitrégeno, se observéd en los talos de C. elongata (LOpez-Figueroa,
1993). El nitrato y el amonio incorporados ademas de emplearse para sintetizar aminoacidos y
proteinas, se pueden almacenar en el citoplasma o en las vacuolas. Ademas el nitrégeno
asimilado puede ser transferido a otros tejidos y bajo condiciones favorables, la incorporacion
del nitrégeno del medio externo, suele exceder las necesidades de crecimiento y tiende a
acumularse en forma de biomasa. Durante la asimilacion de amonio se produce una
movilizacion de C desde estructuras de reserva (Vergara, 1993), ademéas este proceso de
movilizacion es dependiente de la irradiancia, puesto que depende de la cantidad de C reducido

fotosintéticamente.

La disponibilidad de nitrégeno afecta a gran cantidad de procesos bioguimicos, como
pueden ser mecanismos de defensa y de reparacion de los efectos causados por la RUV. Sin
embargo, no se conocen con profundidad las consecuencias de la limitacion de nitrégeno en los
efectos que la RUV induce en la produccion primaria, en general, se afirma que puede

incrementar la susceptibilidad hacia el dafio producido por la RUV debido a que puede afectar

19



Nathalie Korbee Peinado. Tesis Doctoral

de manera negativa a los procesos de defensa, como por ejemplo, aquellos en los que
intervienen enzimas o cofactores proteicos que necesitan del nitrogeno para su sintesis (Roy,
2000); también enzimas que participan en la detoxificacion de especies reactivas de oxigeno
cuya presencia se induce por la RUV (Lesser y Shick, 1989); Ademas, la limitacion de
nitrégeno puede influir en la reduccion del tamafio celular (Doucette y Harrison, 1990) y por lo

tanto, se disminuye el paso para la atenuacion de la RUV (Garcia-Pichel, 1994).

Si esta ampliamente estudiado que la limitacion de nitrégeno afecta a la fotosintesis. Se ha
descrito que, independientemente de la irradiancia del cultivo, el fitoplancton presentaban
mayores rendimientos cuadnticos Gptimos en presencia de nitrogeno que en ausencia de este
nutriente (Parkhill et al., 2001). La reduccion del rendimiento cuantico 6ptimo la relacionaron
con la pérdida de la proteina D1 (Geider et al., 1993). La fotosintesis maxima caia en términos
de area en algas crecidas en alta irradiancia, pero sélo en aquellas que tenian limitacion de
nitrégeno (Pérez-Lloréns et al., 1996). En un trabajo de 1994 se determind que la fotosintesis se
inhibia en mayor medida por la RUV en diatomeas crecidas en limitacion de nitrégeno que en
aquellas crecidas con suficiente cantidad de este elemento, en las primeras se observaba que el
balance entre procesos de dafio y reparacion se rompia a favor del dafio aunque no se conoce el

mecanismo gue influye en este balance (Lesser et al., 1994).

El nitrégeno inorganico también influye en el contenido proteico. En diferentes algas se
observé una reduccién de proteinas solubles, como la Rubisco en condiciones de bajo nitrégeno
(Beardall et al., 1991; Wulff et al., 2000). La deficiencia en nitrégeno reducia temporalmente la
sintesis de Rubisco y/o la reparacién del PSII, resultando en una caida de la fotosintesis
maxima y de la tasa de crecimiento en Ulva rotundata (Henley et al., 1991b). De hecho, se ha
descrito en Laminaria japonica que la primera fase de limitacién de nitrégeno se caracteriza
porgue el contenido de nitrégeno soluble es suficiente para la demanda metabdlica, sin
embargo, la ultima fase de limitacion aguda se caracteriza por una disminucién gradual del
contenido de nitrogeno inorganico (Mizuta et al., 1994). Se degradan preferentemente las
proteinas del cloroplasto frente a las proteinas mitocondriales en limitacion de nitrégeno en
Euglena, de manera que proporcionan los aminoacidos necesarios en el estrés nutricional o para
que continde la divisién celular (Coleman et al., 1988). En C. elongata y G. lemaneiformis, las
proteinas solubles no pigmentadas (calculadas como la diferencia entre las proteinas solubles y
las ficobiliproteinas) se veian menos afectadas por la limitacién de nitrégeno y ademas cuando
se suplementa el medio con nitrégeno inorganico, se producia la estimulacién preferencial de
las ficobiliproteinas (Vergara y Niell, 1993; Vergara et al., 1995). Quiza durante la limitacién
de nitrogeno, los ARN; del citosol estén uniendo los aminodcidos antes de que estos se

transporten al cloroplasto, por ello la sintesis de proteinas del citosol estarian menos afectadas
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por la limitacion de nitrégeno (Vergara et al., 1995). Las proteinas solubles pigmentadas
(ficobiliproteinas) también disminuian en limitacion de nitrégeno (Talarico y Maranzana, 2000)
y se incrementaban rapidamente cuando se afiadia al cultivo grandes cantidades de este
nutriente (Tandeau de Marsac y Houmard, 1993). Se ha descrito que cuando los organismos
estan exentos de algun nutriente esencial, los ficobilisomas son especificamente degradados
(Ardoz y Héder, 1997). La FE en el ficobilisoma presenta una gran plasticidad, pudiendo
desacoplarse de éste bajo diversas condiciones fisioldgicas (Algarra y Rudiger, 1993), se refleja
en Gracilariopsis lemaneiformis, en la que el contenido de FC se veia menos influenciado por
la disponibilidad de nitrégeno que el de FE (Vergara et al., 1995). El contenido interno de otro
pigmento fotosintético, la clorofila a, se ve influenciado del mismo modo por la disponibilidad

de nitrogeno en el cultivo (Lépez-Figueroa y Niell, 1991; Costanzo et al., 2000).

Los MAAs, son otros de los compuestos que poseen en su estructura quimica nitrégeno
(figura 1). Como se ha descrito la influencia de este elemento en otros muchos compuestos
nitrogenados, tal y como se refleja en parrafos anteriores, nos proponemos estudiar la
regulacion de la sintesis de los MAAs por este nutriente. Unicamente existe un trabajo en el
gue se analiza la sintesis y acumulacion de MAAs ante distintas condiciones nutricionales en
dinoflagelados, se observé que la concentracién de MAAs era inferior cuando en el medio de
cultivo habia menos nitrégeno (concretamente nitrato) y que la limitacién de nitrégeno
incrementaba la sensibilidad de la fotosintesis en toda la banda de RUV, el incremento de
sensibilidad fuera de la region de absorcién de los MAAs lo asociaron a una disminucion del
tamafio celular y a una menor actividad de los mecanismos de reparacion (Litchman et al.,
2002).

Se resumen en el siguiente diagrama los aspectos béasicos sobre los que se desarrolla la

experimentacion de esta memoria de Tesis Doctoral (figura 2).
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Obijetivos

Puesto que existe gran controversia en torno a la induccién de la sintesis de aminoécidos
tipo micoporina (MAAs) por las distintas bandas de radiacion luminica y a su potencial papel
fotoprotector. Y ya que no se conoce en profundidad como se ven afectadas estas moléculas por
la disponibilidad de nitrégeno inorganico en el medio de cultivo, se analizara el efecto de estos
dos factores ambientales en la acumulacién de MAAs, y la influencia de los mismos en la
capacidad de fotoproteccion de macroalgas frente a exposiciones a distintas dosis de RUV y
PAR.

Dentro de este marco, los objetivos especificos de este trabajo son:

1. Poner a punto las técnicas de extraccidn y cuantificacion de MAAs. Caracterizar los
MAAs: su estabilidad frente a cambios de pH y temperatura, la fluorescencia de

porphyra-334 (capitulo ).

2. Investigar mediante un analisis preliminar la ruta biosintética de estas moléculas en

Porphyra umbilicalis (capitulo I).

3. Describir la distribucion de los MAAs en los diversos grupos taxonomicos de
macroalgas marinas, analizar la relacion entre la acumulacion de los diversos tipos de

MAAs con la zonacion, la época del afio y la latitud de recoleccion (capitulo I1).

4. Determinar el efecto a corto plazo de la RUV y PAR en la acumulacion de MAAs y en

el metabolismo fotosintético en dos especies del género Porphyra (capitulo I11).

5. Estudiar el efecto de la irradiancia PAR y RUV, y de la calidad luminica a largo plazo
en la acumulacion de MAAs y en el metabolismo fotosintético en el alga roja Porphyra

leucosticta (capitulo 1V).

6. Analizar el efecto combinado de la RUV y de la disponibilidad de nitrégeno inorganico
en la acumulacion de MAAs y en el metabolismo fotosintético en tres especies del

género Porphyra recolectadas en distintas latitudes (capitulo V).
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Material y Métodos

Los materiales y métodos empleados en la parte experimental de esta Tesis Doctoral se

abordan de forma conjunta en este apartado. En algunos casos se proponen varias opciones; en

los siguientes capitulos se especificara cual de ellas se empled para cada experimento.

M.1. Material biologico (Tablas M.1, M.2, M.3).

Tabla M.1. Relacién de especies de algas rojas analizadas, lugares y fechas de recoleccion.

*Caulacanthus ustulatus (Mertens) Kitzing (J. Feldmann et G. Feldmann) Augier et

Boudouresque (Augier y Boudouresque, 1971).

Algas rojas Lugar recoleccion Fecha
Amphiroa rigida Lamouroux Giglio (Italia) Abril 98
Antithamnion simile (Hooker et Harvey) Agardh Camarones (Argentina) Novbre 01
Asparagopsis sp. Albufeira (Portugal) Junio 02
Asparagopsis armata Harvey Isla de las Palomas (Tarifa)  Julio 99
Mayo 00
Octubre 01
Asparagopsis taxiformis (Delile) Trevisan de Saint-Leon Gran Canaria Septbre 99
Febrero 01
Octubre 01
Bangia atropurpurea (Roth) C. Agardh Lagos (Malaga) Novbre 00/
Abril 01
Bostrychia sp. Chiloé (Chile) Novbre 99
Bostrychia scorpioides (Hudson) Montagne Palmones (Algeciras) Septbre 99
Callithamnion gaudichaudii C. Agardh Camarones (Argentina) Novbre 01
Callophillis variegata (Bory) Kiitzing Chiloé (Chile) Novbre 99
Caulacanthus sp. Lagos (Malaga) Novbre 00/
Abril 01
Albufeira (Portugal) Junio 02
Ceramium sp. Chiloé (Chile) Novbre 99
Ceramium nodulosum (Lightfoot) Ducluzeau Helgoland (Alemania) Julio 99
Camarones (Argentina) Novbre 01
Ceramium strictum Harvey Camarones (Argentina) Novbre 01
Chondracantus sp. Chiloé (Chile) Novbre 99
Cabo de Gata (Almeria) Octubre 00
Chondrus crispus Stackhouse Helgoland (Alemania) Junio 98
Corallina sp. Albufeira (Portugal) Junio 02
Lagos (Malaga) Novbre 00/
Abril 01
Corallina elongata J. Ellis et Solander Isla de las Palomas (Tarifa)  Julio 99
Mayo 01
Octubre 01
Gran Canaria Febrero 01
Cabo de Gata (Almeria) Octubre 00
Junio 01
Corallina officinalis Linnaeus Camarones (Argentina) Novbre 01
Cystoclonium purpureum (Hudson) Batters Helgoland (Alemania) Junio 98
Dumontia incrassata (O. F. Mller) Lamouroux Helgoland (Alemania) Junio 98
Feldmannophycus sp. Isla de las Palomas (Tarifa)  Mayo 00
Octubre 01
Feldmannophycus rayssiae J. Feldmann et G. Feldmann* Gran Canaria Febrero 01
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Gelidiella sp. Albufeira (Portugal) Junio 02
Gelidiella nigrescens (J. Feldmann) J. Feldmann et Hamel  Isla de las Palomas (Tarifa)  Julio 99
Gelidium arbuscula Bory de Saint-Vicent ex Bagrgesen Gran Canaria Febrero 01
Gelidium canariense (Grunow) Seoane-Camba ex Haroun,  Gran Canaria Septbre 99
Gil-Rodriguez, Diaz de Castro et Prud’homme van Reine Febrero 01
Gelidium latifolium (Greville) Bornet et Thuret Isla de las Palomas (Tarifa)  Julio 99
Mayo 00
Octubre 01
Gran Canaria Febrero 01
Gelidium pusillum (Stackhouse) Le Jolis Porto (Portugal) Septbre 98
Isla de las Palomas (Tarifa)  Ver Cap. Il
Gelidium sesquipedale (Clemente) Thuret in Bornet et Thuret Isla de las Palomas (Tarifa)  Julio 99
Mayo 00
Octubre 01
Albufeira (Portugal) Junio 02
Gigartina sp. Chiloé (Chile) Novbre 99
Gracilaria sp. Gran Canaria Febrero 01
Octubre 01
Isla de las Palomas (Tarifa)  Mayo 00
Gracilaria chilensis Bird, McLachlan et Oliveira Chiloé (Chile) Novbre 99
Gracilaria gracilis (Stackhouse) Steentoft, Irvine et Farnham Cadiz Febrero 01
Grateloupia dichotoma J. Agardh Gran Canaria Octubre 01
Gran Canaria (cultivo) Marzo 03
Grateloupia doryphora (Montagne) M. Howe Gran Canaria (cultivo) Marzo 03
Grateloupia lanceolata Okamura (Kawaguichi) Guadalmar (Mélaga) Mayo 02
Grateloupia turuturu Yamada Brest (Francia) Abril 03
Gymnogongrus devoniensis (Greville) Schotter Isla de las Palomas (Tarifa)  Julio 99
Mayo 00
Octubre 01
Gymnogongrus furcelatus (C. Agardh) J. Agardh Chiloé (Chile) Novbre 99
Heterosiphonia merenia Falkenberg Camarones (Argentina) Novbre 01
Jania rubens (Linnaeus) Lamouroux Gran Canaria Septbre 99
Febrero 01
Isla de las Palomas (Tarifa)  Mayo 00
Cabo de Gata (Almeria) Octubre 00
Junio 01
Camarones (Argentina) Novbre 01
Albufeira (Portugal) Junio 02
Laurencia sp. Gran Canaria Septbre 99
Febrero 01
Octubre 01
Laurencia obtusa (Hudson) Lamouroux Cabo de Gata (Almeria) Octubre 00
Junio 01
Laurencia pinnatifida (Hudson) Lamouroux Isla de las Palomas (Tarifa)  Julio 99
Mayo 00
Octubre 01
Lithophyllum sp. Albufeira (Portugal) Junio 02
Lithophyllum expansum Philippi Giglio (ltalia) Abril 98
Isla de las Palomas (Tarifa)  Mayo 00
Lomentaria clavellosa (Turner) Gaillon Camarones (Argentina) Novbre 01
Mastocarpus stellatus (Stackhouse) Guiry Helgoland (Alemania) Junio 98
Mazzaella laminarioides (Bory) Fredericq Chiloé (Chile) Novbre 99
Myriogramme multinervis (J. D. Hooker et Harvey) Kylin Camarones (Argentina) Novbre 01
Myriogramme smithii (J. D. Hooker et Harvey) Kylin Camarones (Argentina) Novbre 01
Palmaria palmata (Linnaeus) O. Kuntze Playa Estafio (Oviedo) Novbre 99
Peyssonnelia sp. Cabo de Gata (Almeria) Octubre 00
Junio 01
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Plocamium cartilagineum (Linnaeus) Dixon Isla de las Palomas (Tarifa)  Mayo 00
Cabo de Gata (Almeria) Octubre 00
Albufeira (Portugal) Junio 02
Polysiphonia sp. Camarones (Argentina) Novbre 01
Polysiphonia lanosa (Linnaeus) Tandy Plymouth (Inglaterra) Marzo 99
Polysiphonia stricta (Dillwyn) Greville Sylt (Alemania) Septbre 98
Porphyra columbina Montagne Chiloé (Chile) Novbre 99
Camarones (Argentina) Novbre 01
Porphyra leucosticta Thuret in Le Jolis Lagos (Malaga) Novbre 00/
Abril 01
Porphyra purpurea (Roth) J. Agardh Throteim (Noruega) Julio 99
Porphyra umbilicalis (Linnaeus) J. Agardh Sylt (Alemania) Septbre 98
Helgoland (Alemania) Octubre 02
Porphyra yezoensis Ueda Kobe (Japon) Novbre 98
Pterocladia capillacea (Gmelin) Bornet ex Bornet et Thuret Isla de las Palomas (Tarifa)  Julio 99
Cabo de Gata (Almeria) Octubre 00
Junio 01
Gran Canaria Septbre 99
Febrero 01
Albufeira (Portugal) Junio 02
Rissoella verruculosa (Bertoloni) J. Agardh Lagos (Malaga) Febrero 01
Streblocladia corymbifera (C. Agardh) Kylin Camarones (Argentina) Novbre 01

Tabla M.2. Relacion de especies de algas pardas analizadas, lugares y fechas de recoleccion.

Algas pardas Lugar recoleccion Fecha
Colpomenia sinuosa (Mertens ex Roth) Derbés et Solier Isla de las Palomas (Tarifa)  Julio 99
Cystoseira tamariscifolia (Hudson) Papenfuss Isla de las Palomas (Tarifa)  Julio 99
Dictyopteris polypodioides (D. C.) Lamouroux Gran Canaria Septbre 99
Dictyota dichotoma (Hudson) Lamouroux Gran Canaria Septbre 99
Halopteris scoparia (Linnaeus) Sauvageau Gran Canaria Septbre 99
Lobophora variegata (Lamouroux) Womersley ex Oliveira  Gran Canaria Febrero 01

Tabla M.3. Relacion de especies de algas verdes analizadas, lugares y fechas de recoleccion.

Algas verdess Lugar recoleccion Fecha
Caulerpa sp. Gran Canaria Septbre 99
Chaetomorpha aerea (Dillwyn) Kitzing Isla de las Palomas (Tarifa)  Julio 99
Codium adhaerens C. Agardh Isla de las Palomas (Tarifa)  Julio 99
Chiloé (Chile) Novbre 99
Cymopolia barbata (Linnaeus) Lamouroux Gran Canaria Septbre 99
Dasycladus vermicularis (Scopoli) Krasser Cabo Gata(Almeria) Agosto 99
Gran Canaria Septbre 99
Enteromorpha sp. Isla de las Palomas (Tarifa)  Julio 99
Gran Canaria Febrero 01
Ulva sp. Isla de las Palomas (Tarifa)  Julio 99
Rawson (Argentina) Novbre 01
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Género Porphyra.

Se eligio el género Porphyra en los capitulos 111, IV y V de este trabajo de investigacion en
primer lugar, debido al amplio conocimiento de esta especie que posee nuestro grupo de
investigacion, concretamente de los procesos y pigmentos fotosintéticos (Lopez-Figueroa, 1987;
Lopez-Figueroa y Niell, 1989,1990, 1991; Mercado et al., 1997, 1999), de los factores
ambientales que implican la aparicion de la fase macroscopica (Hernandez et al., 1993b; Flores-
Moya et al., 1997) y del efecto de la luz en procesos fotosintéticos y la actividad de ciertas
enzimas (Figueroa et al., 1995a y b; Figueroa, 1996; Mercado et al., 1996; Aguilera et al.,
2000). En segundo lugar, la morfologia (alga plana monoestromatica) y composicion
pigmentaria, hacen de esta especie un modelo para estudios fotobioldgicos. Ademas, al crecer
en la parte litoral superior, expuesta a condiciones extremas de luz y de desecacion, es de
esperar que posea mecanismos de aclimatacion y fotoproteccion de gran interés ecofisiolégico.
Por ultimo, el interés econdmico del género Porphyra quedd ya plasmado desde el siglo XVI1I
en paises del extremo oriente como Japon, China y Corea (Oohusa, 1993). Actualmente dicho
interés va en aumento en la industria alimentaria por su alto contenido proteico (25% del peso
seco), y por las grandes cantidades de vitamina B y C que posee. También tiene importancia
desde el punto de vista médico, ya que se ha postulado que puede emplearse como antibidtico,
para reducir el colesterol en sangre y para prevenir y curar el escorbuto; quiza también se pueda
emplear Porphyra para el tratamiento de Ulceras y canceres de estébmago (http://biology.ucsc.
edu/classes/bio170/spring99/porphyra/econom.html). A todo ello hay que afiadir su facilidad de
cultivo y su alta tasa de crecimiento. Ya desde el 1600 se cultivaba Porphyra en Japdn, pero no
solo se colecta esta especie en Japon, sino que también en Gran Bretafia, Canada, China y el

estado de Maine emplean esta especie para el consumo humano y con fines industriales.

Taxondémicamente esta especie se encuentra dentro del Phylum Rhodophyta, Clase
Bangiophyceae, Orden Bangiales, Familia Bangiaceae, Género Porphyra; palabra que procede

del griego y significa tinte purpura.

La diferenciacion de las especies dentro de este género se ha realizado durante mucho
tiempo Unicamente basandose en diferentes caracteres morfoldgicos, lo que ha provocado
discrepancias y confusiones constantes en cuanto a la determinacion de las mismas.
Actualmente el uso de técnicas genéticas y bioquimicas ha facilitado la labor, e incluso existe la
posibilidad de discriminar morfotipos o de evidenciar la evolucion de los caracteres en el género
(Lindstron y Cole, 1992a,b, 1993).

En el ciclo de vida del género Porphyra se puede distinguir reproduccién sexual y asexual.

El ciclo sexual es heteromdrfico con alternancia de generaciones: una fase macroscépica (talo
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laminar) haploide y una fase microscdpica (filamentosa) diploide denominada conchocelis
(Drew, 1949).

Cuando llega el periodo estival, en el que se aumenta el nimero de horas del fotoperiodo y
se incrementa la temperatura del agua, en la parte del talo haploide correspondiente a células
masculinas, se produce la formacién de espermatangios, que posteriormente van a liberar
espermatidas. Estas van a fertilizar a los carpogonios, situados en la zona femenina del talo,
estas células se dividen y forman eventualmente carposporas diploides dentro de los
carposporofitos, las cuales desarrollan un tubo germinal, que posteriormente constituye la fase
filamentosa (esporofito) o conchocelis (figura M.1.A). Esta fase posee crecimiento apical,
elongacién parietal de los cloroplastos y conexiones con las células adyacentes, los filamentos
pueden refugiarse durante afios dentro de las conchas de moluscos y percebes, y por lo tanto,

este proceso le permite al alga vivir de unas estaciones a otras.

La fase conchocelis puede dar lugar a monosporas diploides que derivan en mas individuos
de tipo filamentoso y también puede producir conchosporangios mediante meiosis, algunas
especies requieren fotoperiodos cortos como P. tenera para la produccién de conchosporangios,
y otras como P. torta no. En los conchosporangios se produce la diferenciacion de las células
fértiles o conchosporas, las cuales son liberadas en condiciones de fotoperiodo corto cuando
bajan las temperaturas (Dixon y Richardson, 1970). Se ha propuesto que la meiosis pueda
ocurrir durante la germinacion de la conchospora (Ma y Miura, 1984). La germinacion de la
conchospora, que crece dentro de esporas bipolares, da lugar a la fase macroscdpica
(gametofito) (figura M.1.B). El gametofito es un talo haploide, de morfologia laminar,

monostromatico y de crecimiento difuso, dado que la division celular es totipotente.

Conforme se acerca el verano, mientras aumenta el fotoperiodo se puede producir una
propagacion de la fase vegetativa por aplanosporas, esporas asexuales que se dividen por
mitosis y que germinan dando lugar al talo haploide (Magne, 1991; Kormann, 1994) (figura
M.1.C). También podemos encontrar otro tipo de ciclo de vida en el que a partir de las células
vegetativas de un talo haploide se producen monosporas haploides que se liberan y dan un

nuevo organismo cuando germinan.
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Figura M.1. Ciclo de vida de Porphyra sp. Fuente: adaptado de la pagina Web
http://www.biology.ucsc.edu/classes/bio170/spring99/porphyra/history.htm.

M.2. Localidades de muestreo de las especies del género Porphyra.
M.2.1. Lagos (Malaga, Espafia): Porphyra leucosticta Thuret in Le Jolis

Pequefa localidad de la provincia de Malaga, situada a 35 Km al Este de la capital y con
coordenadas geogréaficas 36°28’N y 4°1’0. Entre los meses de Diciembre a Abril se desarrolla la
fase macroscopica o gametofitica de P. leucosticta en su intermareal rocoso, concretamente en
la zona supralitoral del intermareal, el maximo recubrimiento lo encontramos a mediados de
Febrero (Karsten, 1999). La temperatura del agua de mar durante el periodo de desarrollo de la
fase gametofitica vari6 entre 14 y 16° C aproximadamente, y las dosis de radiacion solar se
muestran en el capitulo Il. La concentracion de nitrato estuvo entre 4.2-16 uM, la de nitrito fue
inferior a 0.5 uM y la de amonio entre 4-8 uM (datos para el periodo 93-94; Aguilera, 1997).
Existe estacionalidad en la disponibilidad de nutrientes para P. leucosticta en su medio natural,
el crecimiento al principio del ciclo comienza sin limitacion de nutrientes (nitrogeno y fosforo)
y termina con una limitacion de fosforo a finales de abril (Flores-Moya et al., 1997). Esta
especie fue determinada en los primeros estudios que realiz6 este grupo de investigacion como
P. umbilicalis, pero con posterioridad, se realizaron nuevos analisis morfoldgicos a nivel celular
y del talo y también estudios genéticos y enzimaticos y se concluy6 que se trataba de la especie
P. leucosticta (comunicacion personal, |. Bartsch, Alemania). Actualmente se han realizado
nuevos estudios y aunque todavia no estad confirmado, parece que estamos ante una nueva
especie de Porphyra, que si fuese asi seria Porphyra malacitana (comunicacién personal, .
Bartsch y J. Brodie). También se recolectaron del intermareal rocoso de Lagos (Malaga)

ejemplares de Bangia atropurpurea, Caulacanthus sp. y Corallina sp.
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M.2.2. Helgoland (Alemania): Porphyra umbilicalis (Linnaeus) Kiitzing.

Isla del Mar del Norte situada a 60 Km de la Alemania continental con coordenadas
geogréficas 54°11’N 7°53’E. Es la zona de Alemania con més diversidad de fauna y flora
marina. Posee mas de 35 Km? de fondo rocoso. El litoral se caracteriza por estar formado por
areniscas de un color rojizo, con ocasionales zonas arenosas y con gran cantidad de cubetas y
canales (Munda y Markham, 1982). Los ejemplares de P. umbilicalis se recolectaron en el mes
de Octubre de 2002 de la parte superior del intermareal rocoso, esta especie se caracteriza por
estar presente en su forma macroscopica durante todo el afio (Karsten, 1999). También se
recolectd de las costas rocosas de la Isla de Helgoland, ejemplares de Ceramium nodulosum,

Chondrus crispus, Cystoclonium purpureum, Dumontia incrassata y Mastocarpus stellatus.

La amplitud de marea es de 2.3 m en marea viva y la temperatura del agua de mar oscila
entre 2° C en invierno y 18° C en verano (Janke, 1986). La zona litoral esta en continuo cambio
debido a los fuertes vientos que azotan la isla, capaces incluso de disgregar las rocas de los

acantilados.

M.2.3. Barrancas Blancas (Playa Union, Rawson, Chubut, Argentina): Porphyra columbina

Montagne

Desde el otofio hasta la primavera australes se puede encontrar en el intermareal rocoso la
fase macroscopica de P. columbina, concretamente desde los meses de abril-mayo hasta
octubre-noviembre (comunicacion personal, Graciela Casas). Se recolect6 durante la bajamar en
el intermareal rocoso de la playa de Barrancas Blancas en Playa Union (Rawson). Las
coordenadas geograficas de esta zona son 43°18’S 65°03’0. Los estudios se llevaron a cabo
durante los meses de Octubre y Noviembre de 2001. La temperatura del agua de mar durante el
periodo de estudio vario entre 14 y 17° C, la temperatura en la superficie de la roca rondo los
23-25° C. La irradiancia media para las horas centrales del dia en estos meses fue de 1748
pmol-m?s™ para la banda PAR, y de 60 W-m? y 1.7 W-m™ para la radiacion UVA y UVB
respectivamente. La playa de Barrancas Blancas se caracteriza porque durante la primavera
existe una gran descarga de nutrientes, principalmente nitrégeno, en la desembocadura del rio
Chubut. Estos nutrientes proceden del lavado de fertilizantes afiadidos en los terrenos proximos
al cauce del rio (Helbling, 1989).
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M.3. Medidas de radiacion solar y artificial.

Los datos de radiacion solar se tomaron del radiémetro ELDONET (Real Time Computer,
Erlangen, Alemania), siglas que corresponden a la denominacion European Light DOsimeter
NETwork. Se trata de un radiémetro de banda ancha que mide la radiacién en tres bandas
espectrales: UVB (280-315 nm), UVA (315-400 nm) y PAR (400-700 nm) (figura M.2.A).

La irradiancia espectral de las lamparas empleadas en los experimentos se obtuvieron a
partir de un espectrorradiometro Li-1800 UW (Li-Cor Radiation Sensors Inc., Lincoln, EE.UU.)
dotado de un sensor plano (2m) colocado perpendicularmente a la fuente de luz. Se puede
determinar la irradiancia en el rango espectral 300-850 nm con una precision de +1 nm. Las
unidades en las que se expresa la irradiancia espectral son umol fotones-m?2s™.nm™ (figura
M.2.C).

El radiometro PUV510 (Biospherical Instrument Inc, San Diego, California) determina la
RUV en cuatro bandas: 3051 nm (ancho de filtro de 7+1 nm), 320+2 nm (ancho de filtro de
11+1 nm), 340+2 nm (ancho de filtro de 101 nm) y 380+2 nm (ancho de filtro de 10+1 nm).
Los valores de UVA (320-400 nm) y UVB (280-320 nm) se estiman a partir de estos valores de
irradiancia empleando las ecuaciones de Orce y Helbling (1997). La radiacion PAR se
determina por un sensor de banda ancha desde 400 a 700 nm (figura M.2.B). Este radiémetro se
empled para convertir la irradiancia instantanea de las lamparas en la banda PAR medida con

los sensores detallados a continuacion, gracias a una intercalibracion de equipos.

La irradiancia instantanea de las lamparas se determinaron mediante distintos sensores
planos Li-Cor Li-189 (M.2.D) y Grébel (M.2.E), conectados a radiémetros de banda ancha Li-
Cor LI-1000 y Grobel (Grobel UV-Elektronik, Ettlinger, Alemania) respectivamente, y
mediante un sensor esférico Zemoko (Holanda) conectado al primero de los radiometros
enumerados anteriormente (figura M.2.F). El primero y tercero de ellos miden la banda de luz
que va desde 400-700 nm (PAR), y el segundo segun sea el sensor empleado de UVA (320-400
nm) o de UVB (280-320 nm). Los valores obtenidos de PAR se convirtieron a medidas del
radiometro PUV510 y los valores obtenidos de RUV se convirtieron a medidas del radiometro
ELDONET, en ambos casos se empled unas ecuaciones de ajuste obtenidas mediante una
intercalibracion de equipos realizada empleando lamparas artificiales.

0.93  Ezemoko - 5.2 = Epuvsio
1.26 - Epiago - 2.94 = Epyvsio PAR

EeLooneT = 2 Egroel ’ UVA

] ] ] ) EELI_DONET = Ecrobel/6 - > 3 .
Siendo E la irradiancia medida con cada uno de los instrumentos indicados en el subindice.
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Figura M.2. ELDONET (A), PUV-510 (B), LI-1800 (C), LI-189 (D), Grobel (E), Zemoko (F).
M.4. Fuentes de radiacion artificial.

Las lamparas que emiten luz en la banda espectral de PAR empleadas en los distintos
experimentos de laboratorio fueron: ldmparas fluorescentes, Truelite 40W (Duro-Test, EE.UU.)
y Osram-DL 20W (Alemania), y lamparas de halogenuros metélicos Optimarc 250W (Duro-
Test, EE.UU.) cuyo espectro de emision es méas parecido al solar que el de las otras l&mparas
(figura M.3A,B).
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Figura M.3. (A) Espectros de emision de luz de las ldmparas de PAR y (B) Porcentaje de la

irradiancia espectral para los anchos de banda sefialados.
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Las lamparas empleadas que emiten luz en la banda de UVA fueron las Q-Panel 340 (Q-
Panel, EE. UU.) y aquellas que emiten en el UVB TL40W/12 (Philips, Holanda) (figura M.4).
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Figura M.4. Espectros de emision de luz de las lamparas de RUV.

M.5. Dosis de radiacion y espectros de accion.

La efectividad de un tipo de radiacion en producir una respuesta biolégica depende de su
longitud de onda (Rundel, 1983). Asi se puede expresar el efecto de un tipo de radiacion, en un
proceso biologico, mediante una funcion €(A). Esta funcidn se normaliza asignandole el valor de
1 a la longitud de onda de mayor efectividad. A estas funciones se las conoce con el nombre de
espectros de accion para una respuesta bioldgica, y son de gran utilidad para realizar estudios
comparativos, ya que permite estandarizar medidas de radiacion de distintas zonas geogréficas o

procedentes de distintas fuentes de radiacién artificial.

Se han empleado en este trabajo los espectros de accion estimados para el dafio en ADN
(Setlow, 1974), para la inhibicion de la fotosintesis de cloroplastos aislados de espinaca (Jones y
Kok, 1966) y el espectro de accidn de la fotosintesis de Porphyra perforata (Fork, 1963) (figura
M.5.A.B).

— — Setlow

Jones y Kok

Efecto biolégico (unidades relativas)
=
o

280 300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

Figura M.5.A. Espectros de accion estimados para el dafio en ADN (Setlow, 1974) y para la

inhibicion de la fotosintesis de cloroplastos aislados de espinaca (Jones y Kok, 1966).
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Figura M.5.B. Espectro de accidn estimado para la fotosintesis de P. perforata (tomado de Fork,
1963).

Cuando la irradiancia espectral se multiplica por la funcién que representa el espectro de
accion para un proceso bioldgico, se obtiene la irradiancia espectral bioldgicamente efectiva
(IBE) para ese proceso. Funcién que integrada en el tiempo da la dosis bioldgicamente efectiva

de radiacion.
DBE = [ [*E(A)£(A)dAdt
donde E es la irradiancia a una longitud de onda A, €(A) es el coeficiente del espectro de accion
y tes el tiempo.
M.6. Tratamientos de luz.
Cuando esta presente la radiacion PAR en su totalidad (capitulos 11, 1V, V):

- Tratamiento PAB (PAR+UVA+UVB): que excluye la banda de UVC, se consigue gracias
al uso de los filtros Ultraphan 295 (Digefra GmbH, Munich, Alemania) (figura M.6).

- Tratamiento PA (PAR+UVA): gque excluye las bandas UVB y UVC, el filtro empleado que
corta selectivamente estas bandas es el Folex 320 (Folex GmbH, Dreieich, Alemania)
(figura M.6).

- Tratamiento P (PAR): que excluye toda la banda de UV, tanto A, B y C, en este caso se
emplean los filtros Ultraphan 395 (Digefra GmbH, Munich, Alemania) (figura M.6).
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Figura M.6. Espectro de transmision de los filtros.

Cuando se emplean bandas de PAR (capitulo IV):

40

Azul: 4 lamparas fluorescentes azules Philips 20W (Holanda) filtradas con dos filtros azules
de metacrilato (Plexiglas® R6hm PG627 y PG602). Estos filtros aseguran un espectro de

emision Unicamente en la banda azul, con un méaximo de emision a 455 nm (figura M.7).

Verde: 2 lamparas verdes General Electric 20W (Gran Bretafia) y otras 2 Sylvania
(Alemania) filtradas con un filtro de metacrilato (Plexiglas® R6hm PG700). EI maximo de

emision se sitda a 525 nm (figura M.7).

Amarilla: 1 L&dmpara de sodio de baja presion (PHILIPS SOX 135 W, Holanda). Esta
ldmpara suministra luz amarilla de banda espectral estrecha (ancho de banda de 15 nm) y
cuyo méximo de emisién se sitla a 585 nm. La irradiancia de esta lampara es mucho mas
alta que en los demés casos, asi que se atenud empleando 3 placas difusoras Plexiglas® gs
Weiss 017 (figura M.7).

Roja: 4 lamparas General Electric rojas 20W (Gran Bretafia) filtradas con un filtro rojo de
metacrilato (Plexiglas® R6hm PG502), para eliminar la emision del rojo lejano del tubo
fluorescente que, aungue baja, puede afectar a las respuestas fisiologicas de la planta. El

maximo de emision de esta fuente de luz roja se sitla a 655 nm (figura M.7).
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Figura M.7. Espectro de emision de las fuentes de luz de bandas de PAR

M.7. Medios de cultivo.

M.7.1 Medio Provasoli (Provasoli, 1963) para agua de mar enriquecida, concretamente un

medio de cultivo modificado (Bold y Wynne, 1978). Se afiade a un litro de agua de mar, 20
mL del medio que se detalla a continuacion, ajustando su pH a 8.2 y conservandolo una vez

preparado a 4° C. Para preparar un litro de este medio de cultivo:

AQUa destilada. .. ... 600mL
Tris buffer (Tris (Hidroximetil) Aminometano).................c.ccccovveneee. 30
NItFAto SOUICO. ... et e e e e e 21¢g
Glicerofosfato SOUICO. .. ........uuii it e 03¢
YOUUIO POTASICO. .. e ettt e e et e e et e e e e een e 1.6 mg
OXIidO d& GErMANIO. ... ..ve et e e e e e e e e 0.25¢g
Vitamina Biz (5 M@/500ML)....c.ve e 6 mL
Tiamina (100mMg /100ML)......ovieie e e 3mL
Biotina (5MQ/S00ML)....cvveit e 3mL
Solucion de metaleS P-11...... ..o, 150 mL
Solucion de hierro-EDTA. ... v e e e e e, 150 mL
Solucion de metales P-I1, afiadir a un litro de agua destilada:
Titriplex 111 (Acido etilendiaminotetraacético Sal Disddica 2- H,0)......1.10 g
ACIAO DOFICO. .. ... e e e e, 1149
FECI3BH 0. et 0.049¢
MnSO4'H20 ........................................................................ 0.124 g
ZNSO4THO e 0.022 ¢
COSO4 TH IO . e e e e 0.005 ¢
Solucién de hierro-EDTA, afadir a un litro de agua destilada:
Titriplex 111 (Acido etilendiaminotetraacético Sal Disddica 2-H,0).......0.726 g
Fe (NH4)2(SO4)26H20 ............................................................ 0.7 g

M.7.2 Agua de mar artificial.

1. Instant Ocean Salt (Aquarium System, Sarrebourg, Francia).

2. Marinemix hw-Professional (Wiegandt GmbH, Alemania).
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Para preparar el agua de mar se disuelve la sal en agua destilada segun la salinidad deseada,

ya sea 33, 34 6 35 mg-L™. La composicion de las sales se indica en la tabla M.4.

Tabla M.4. Composicion de las sales para agua de mar artificial. Para salinidad 34 %o.

16n Instant Ocean Salt Marinemix hw-Professional
(mg:L™Y) (mg:-L™")
Cloro 19251 19345
Sodio 10757 10752
Sulfato 2659 2700
Magnesio 1317 1295
Potasio 402 410
Calcio 398 431
Carbonato/bicarbonato 192 145
Estroncio 8.6 8
Boro 5.6 5
Bromo 65 72
Fluor 1.0 1.3
Yodo 0.22 0.19
Litio 0.18 0.17
Cobre Traza(<0.03) Traza (<0.001)
Hierro Traza(<0.03) Traza (<0.001)
Niquel Traza(<0.04) Traza (<0.001)
Zinc Traza(<0.02) Traza (<0.001)
Manganeso Traza(<0.01) Traza (<0.001)
Molibdeno Traza(<0.01) Traza (<0.001)
Cobalto Traza(<0.05) Traza (<0.001)
Vanadio Traza(<0.04) Traza (<0.001)
Selenio Traza Traza (<0.001)
Plomo Traza(<0.005) Traza (<0.001)
Arsénico Traza(<0.0002) Traza (<0.001)
Cadmio Traza(<0.02) Traza (<0.001)
Cromo Traza(<0.0006) Traza (<0.001)
Aluminio Traza(<0.04) Traza (<0.001)
Estafio Traza Traza (<0.001)
Antimonio Traza Traza (<0.001)
Rubidio Traza Traza (<0.001)
Bario Traza(<0.05) Traza (<0.001)
Mercurio No No
Nitrato No No
Amonio Traza(<0.05) No
Fosfato No No

La sal Marinemix hw-Professional también contiene una serie de bioelementos, como son
enzimas, hormonas y vitaminas en una cantidad entre los 500 y 9 pg-L™. Entre estos
encontramos vitamina E, C, A, B; (tiamina), By, y H (biotina), L-tirosina, nicotiamida, leucina,

glicina y mesoinositol.
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Se decidi6 emplear estas sales sintéticas ya que al conocerse el contenido de los
componentes nitrogenados en cada una de ellas podiamos controlar la concentracion y la

composicion exacta del nitrégeno en el medio de cultivo.

El empleo de una u otra sal en los distintos experimentos estuvo en funcion de la
disponibilidad de las mismas. En Espafia pudimos adquirir Instant Ocean Salt y en Argentina y

Alemania Marinemix hw-Professional.

M.8. Medida de la tasa de fotosintesis por fluorescencia in vivo de la clorofila asociada al
PSII.

Para determinar la fotosintesis in vivo de manera rapida y no intrusiva, se empled la técnica
de la medida de fluorescencia de la clorofila a asociada al PSII, mediante la que se pueden
determinar los rendimientos cuanticos, la capacidad fotosintética y la cantidad de energia que se
transfiere a la cadena de transporte de electrones fotosintética y la que se disipa en forma de
calor (Schreiber et al., 1986).

La emision de fluorescencia de la clorofila a se extiende entre 660 y 760 nm, de manera que
empleando longitudes de onda de excitacion méas cortas se consigue la separacién de la
fluorescencia de la luz de medida con filtros Opticos. Existen dos mecanismos que compiten
durante los procesos de desexcitacion, son la conversion fotoquimica de energia en los centros
de reaccion del PSIl y los mecanismos no fotoquimicos al nivel de antena y de centros de
reaccion. Debido a la intervencion de ambos mecanismos la eficiencia potencial de emision de
fluorescencia disminuye, se pueden definir dos mecanismos de amortiguamiento: fotoquimico y

no fotoquimico (figura M.8). y

— 1
Amortiguamiento

fotoquimico (P)

Amortiguamiento Fluorescencia
no fotoquimico P
(D)

Figura M.8. Mecanismos de disipacion de energia.

A temperatura ambiente la fluorescencia variable se origina casi exclusivamente por el PSII,
a una temperatura muy baja, de unos 77K, se observaria fluorescencia tanto del PSI (Anax

emision=090 NM) como del PSI (A max emisisn=730 nm) (Bjorkman, 1987).

El fluorimetro de pulso de amplitud modulada PAM-2000 (figura M. 9.A, Waltz, Effeltrich,

Alemania) se compone de cuatro sistemas de luz, todos ellos asi como la recepcion de la sefial
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de fluorescencia se realizan a través de una fibra Optica conectada al fluorimetro. El equipo se
conecta a un ordenador, donde se recogen las medidas a través del programa informético Da-
2000 (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Alemania):

- Luz de medida: maxima emisién a 655 nm con 11 niveles de irradiancia.

- Luz actinica: para activar la fotosintesis, puede ser lampara halégena con transmision de
longitudes de onda menores de 710 nm con 11 niveles de irradiancia o ldmpara LED con

maximo de emisién a 655 nmy 11 niveles de irradiancia.

- Pulso de saturacién producido por la lampara halégena indicada anteriormente, con 10

niveles.

- Luz roja-lejana con una emision maxima a 735 nm y también con 11 niveles. Esta lampara

se emplea para reoxidar los centros de reaccion con o sin oscuridad previa.

El fluorimetro acuatico Diving-PAM (figura M.9.B), util para medidas in situ hasta de 50 m
de profundidad, posee una fibra optica flexible de 1.5 m de longitud conectada a una carcasa
totalmente estanca. Este fluorimetro carece de luz roja lejana y la luz actinica la emite una
lampara halégena. Posee un sensor de temperatura, profundidad y de radiacion PAR. Los datos
se transfieren en su conjunto gracias a la conexion del fluorimetro a un ordenador y mediante el
uso del programa informatico PAMTRANS. También existe la posibilidad de emplear este
fluorimetro operando por control remoto desde un ordenador con el programa WinControl.

Figura M.9. Fluorimetros PAM-2000 (A) y Diving-PAM (B).

Cuando todos los centros de reaccion estan abiertos (Qa completamente oxidada) se alcanza
el nivel minimo de rendimiento fluorescente F,, cuando se aplica el pulso de saturacion se
alcanza el méximo rendimiento fluorescente F, en este punto estan todos los centros de
reaccion cerrados (Qa completamente reducido). La diferencia entre ambos pardmetros se

denomina fluorescencia variable F, que indica el potencial de transporte electrénico del PSII

44



Material y Métodos

para un estado fisiologico determinado, la proporcion entre F,/Fn, se denomina rendimiento
cuéntico 6ptimo o maximo (figura M.10), este Ultimo es un buen indicador de la eficiencia
fotosintética de la planta (Genty et al., 1989). Los valores de F,/F, para una gran variedad de
plantas no estresadas adaptadas a oscuridad varian de 0.75 a 0.80 (Vifiegla, 2000). En algas
pardas y rojas los valores de F,/F, son més bajos que en algas verdes, ya que las antenas del

PSII son distintas.

Cuando existe una preadaptacion a unas determinadas condiciones de luz la medida
instantanea de fluorescencia (F,) refleja la existencia de un nimero de centros de reaccion
reducidos por lo que la emisién maxima de fluorescencia disminuye, reflejandose como F.,". Asi
pues, se define el rendimiento cuantico efectivo de emision de fluorescencia (®ps), analogo a

F./Fm pero para plantas adaptadas a condiciones de luz (figura M.10) como:
®ps) = (Fn™-Fo) / Fo’

donde F,,’ es, como se ha indicado anteriormente, el valor maximo de emisidn de fluorescencia
para una planta sometida a unas determinadas condiciones luminicas, y F;, el valor instantaneo

de emisidn de fluorescencia captado por la luz de medida del fluorimetro de amplitud modulada.

planta adaptada planta adaptada a

a oscuridad luz
Fn--- 7 —————————————————

amortiguamiento
no fotoquimico

mortiguamiento

fotoquimico
oo
* ﬂ ¢ * $NPulso de rojo lejano
Luz de .
. Encendido Apagado
medida Pulsode e a 1z de la luz
actinica actinica

Figura M.10. Evolucion temporal de emision de fluorescencia determinada con el fluorimetro
portatil PAM-2000. Las flechas negras indican el encendido de la luz de medida. Las flechas
negras quebradas marcan los pulsos de saturacion. Con las flechas rojas se indica el encendido y

apagado de la luz actinica y la flecha morada marca el inicio del pulso de luz rojo lejano.

El amortiguamiento no fotoquimico (gN) incluye los procesos de disipacion de energia,

que disminuyen la emision de fluorescencia, independientemente de los procesos de conversion
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fotoquimica (figura M.10). La mayor parte de la energia se disipa mediante un gradiente de pH
intratilacoidal, denominado amortiguamiento de energia (QE); pero también existe un
amortiguamiento debido a cambios en los estados de transicion (qT) y a procesos de
fotoinhibicién del PSII (gl). Para la estimacion de gN se emple6 el PAM-2000 vy el célculo se

realizo siguiendo la expresion:
AN=L[(Fr'~Fo" ) (Fr'-F)]

La tasa de transporte electrénico (TTE) representa una estimacién del transito de
electrones a través de la cadena de transporte fotosintético. Su célculo estd basado en la
determinacion del rendimiento cuéntico efectivo de emision de fluorescencia y en los valores de

irradiancia incidente (E) sobre la muestra empleando la siguiente ecuacion:
TTE (umol e m?s™) = dpg - E-A-0.5

El rendimiento cuéntico de emision de fluorescencia del PSII (Ppg) representa el
rendimiento cuantico de fotosintesis, como ocurre bajo condiciones de estado estacionario de
emision de fluorescencia, provocado por la irradiancia externa. Esta irradiancia incidente
procede de varias vias: de la lampara LED del PAM-2000 con 11 niveles de intensidad
incubando durante 30 segundos a cada uno de ellos, de la lampara halégena del DIVING-PAM
con 10 niveles de intensidad incubando 15 segundos en cada uno de ellos, o bien de una fuente
externa de luz no asociada a ninguno de los fluorimetros, como por ejemplo, las mismas
lamparas empleadas para el cultivo y atenuadas para conseguir distintas intensidades luminicas
mediante filtros neutros. El factor de 0.5 se debe al hecho de que el transporte de un electrén
requiere la absorcidn de dos cuantos de luz, ya que estan involucrados dos fotosistemas, aungue

Unicamente se esta registrando la emisidn de fluorescencia del PSII.

La absortancia (A), fraccion de irradiancia incidente que es absorbida por el material
biolégico, se define como 1-T-R, siendo T la transmitancia (fraccidn de la irradiancia incidente
que es transmitida a través del tejido) y R la reflectancia. Se han empleado dos métodos para
determina la A, segun la disponibilidad de equipos en el lugar de experimentacion. Una manera
de estimar el valor de A para un alga laminar, como es el caso de Porphyra, es determinar la
transmitancia del talo colocandolo sobre el sensor plano de un radidmetro, se desestima la
reflectancia sin que este hecho perjudique a nuestra medida, ya que su contribucion es minima
(Figueroa et al., 1996). Este método se empled para la especie Porphyra columbina. Otra forma
mas exacta que se llevo a cabo en los demés casos, es emplear la técnica del cristal de 6palo.
Esta técnica consiste en colocar el talo en el cristal entre la fuente de luz y el detector de un

espectrofotometro y medir la densidad optica (DO) a 678 nm. A partir de esta medida se
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determina la absortancia segun la formula A=1-10"°

y este valor se convierte a la medida de la
absortancia total (AT) medida con una esfera integradora mediante la regresion
AT=0.074+0.642-A (Mercado et al., 1996). En lo sucesivo, con el término A nos estaremos

refiriendo a la absortancia total.
M.9. Medida de la tasa de fotosintesis por desprendimiento de oxigeno.

Para la medida de la tasa de fotosintesis por desprendimiento de oxigeno se emple6 un
equipo OXY M5 (Real Time Computer, Erlangen, Germany) equipado con 5 electrodos tipo
Clark (YSI 5331, Yellow Spring) cada uno de ellos acoplado a una camara de incubacion, con
lo cual cada medida es la media de 5 réplicas. En cada cdmara se introdujeron 2 discos de
Porphyra sp. y se incubaron a irradiancias crecientes (0, 66, 90, 171 y 300 pmol-m?2s™, 15
minutos en cada intervalo), se emplearon lamparas fluorescentes Truelite y filtros neutros para
la atenuacidn de la cantidad de luz recibida en las camaras de incubacion (figura M.11). Dichas
camaras se encontraban en el interior de una camara de cultivo a una temperatura de 15° C. Los
parametros fotosintéticos se estimaron ajustando los datos a una funcion de tipo hiperbodlica
(Jassby y Platt, 1976):

TFB = TFBax (tanh(E/TFB )

donde TFB es la fotosintesis bruta, TFBn.y la fotosintesis bruta de saturacion, tanh es la funcion
tangente hiperbdlica, a es la eficiencia fotosintética a bajas irradiancias y E es la irradiancia
incidente. La irradiancia de saturacion de la fotosintesis (Ex) se calcula del corte entre las rectas
TFBmax Y €l valor de a. La respiracion (R,) se estim6 como la pérdida de oxigeno en oscuridad

al principio del periodo de incubacion.

Sensores de oxigeno

Discos de Porphyra sp.
en el interior de las
camaras

i

Agitador magnético

Figura M.11. llustracién de las cdmaras de incubacion para las medidas de oxigeno. En el
momento de la fotografia la irradiancia de incubacién era de 171 umol-m?.s™, se observa el filtro

neutro empleado para atenuar la radiacion.
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M.10. Estimacion de la relacion peso fresco/peso seco.

Se tomaron 80 muestras de talos de Porphyra sp. crecidos bajo distintas calidades luminicas
y distintos medios de cultivo y se determind el peso fresco (PF) de cada una de ellas empleando
una balanza de precisién. El peso seco (PS) se determind después de mantener los talos durante
24 horas a una temperatura de 60° C. Se correlacionaron los valores de peso fresco y peso seco
para cada una de las muestras, no se detectaron diferencias significativas para la correlacion
entre las distintas condiciones de cultivo. Asi las regresiones obtenidas para las especies de

Porphyra estudiadas fueron las siguientes:

PF = 2.10" + 3.43 - PS (P. leucosticta; Aguilera, 1997)
PF = 310 + 3.48 - PS (P. umbilicalis)
PF= 2.610"+4.1 - PS (P. columbina)

Desestimamos en la ecuacion el valor del corte con el eje de ordenadas, por ser muy

pequefio, y nos quedan unas relaciones PF/PS de 3.43, 3.48 y 4.1 para las 3 especies de estudio.
M.11. Tasa relativa de crecimiento.

Se emplearon dos métodos para el calculo del area del talo o disco, el uso de uno u otro
dependi6é de la disponibilidad de equipos. Para los experimentos en los que se emple6 P.
columbina y P. umbilicalis, se usé el primero de ellos, y para el resto, el segundo de los

métodos:

M.11.1 En algunos de los experimentos en los que se emplearon discos y debido a que el alga
Porphyra sp. crece isodiamétricamente, se midio6 el diametro de los discos con una reglay a

partir de este valor se calcul6 el &rea del disco a=M-r? siendo r el radio del disco.

M.11.2 Otro método para el célculo del area de un disco o un talo en completo consistié en el
uso de un programa informéatico de andlisis de imagen (Visilog 5.2, Noesis, Francia)

conectado a unos focos de luz y a una cdmara fotografica POLAROID DMC-1E.

A partir de la medida del &rea de los discos se calculé la tasa relativa de crecimiento (TRC)
(Evans, 1972; Liining, 1990):

TRC =100 - Ln (az/ay) - (t-t;)™

donde a; es el rea en el tiempo t; (dias) y a; es el area en el tiempo t, (dias). La TRC se expresa

en %:-d*
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M.12. Estimacion del contenido pigmentario.
M.12.1. Clorofila a:

La clorofila a se extrajo mediante disolventes orgénicos, concretamente se empled para P.
leucosticta y P. umbilicalis N,N-dimetilformamida segln el método de Inskeep y Bloom (1985).
Para P. columbina se empleé metanol segtin el método de Wellburn (1994). En ambos casos las
muestras para la determinacion de clorofila a se mantuvieron en nitrégeno liquido hasta el
momento del analisis, para el que se emplearon entre 15-20 mg de peso fresco del alga por
réplica. Para cada uno de los analisis se afiadid a la muestra entre 1.5-2 ml de N,N-
dimetilformamida o metanol, segun la especie de estudio, y se incubd, sin necesidad de triturar,
durante 24 horas en oscuridad a 4° C. Transcurrido este periodo se centrifug6 la muestra a 5000
g durante 10 minutos y se determiné las densidades dpticas para el calculo de la concentracion
empleando un espectrofotometro UV-visible Shimadzu UV-1603 (Tokio, Japén) en el primer
caso y un espectrofotometro Hewlett-Packard HP-8453 (Hewlett-Packard, Toronto, Canadd)

para el segundo.

La ecuacion para el calculo de la concentracidn de clorofila a en algas rojas segun Inskeep y

Bloom (1985) es la siguiente:
Clorofilaa = 12.7'(D0654.5-DO750)

La ecuacidn para el calculo de la concentracion de clorofila a en algas rojas segiin Wellburn

(1994) es la siguiente:
Clorofilaa = 16.72'(D0665.2-DO750)

donde DO, es la densidad Optica del extracto a A nm, se determiné la turbidez de las muestras a
750 nm. Las unidades de estas expresiones son mg-L™. Para expresarlo en miligramos de
clorofila por gramo de peso seco, habria que multiplicar por el volumen de extraccién y dividir

por el peso seco de la muestra analizada.

M.12.2. Ficobiliproteinas:

Para la extraccion de las ficobiliproteinas las muestras (de entre 50-20 mg de peso fresco) se
trituraron en un mortero colocado sobre una base de hielo para mantener la temperatura
alrededor de 4° C, al que se le afiadié 2 mL de tampon fosfato 0.1M a pH=6.5. Se centrifugd el
extracto hidrosoluble durante 15 minutos a 4° C y a 10000 g. Este extracto se empled para

cuantificar las ficobiliproteinas y también las proteinas solubles. Del precipitado se estimaron
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las proteinas insolubles. EI contenido de ficobiliproteinas se determind segin Beer y Eshel
(1985):

FE=((DOsg4-DOsg2)-(DO4s55-DOsg2)0.2)-0.12
FC=((DOg1s-DOgs5)-(DOsg2-DOgss)-0.51)-0.15

donde DO, es la densidad dptica del extracto a A nm. Se expresa de este modo el contenido de
ficoeritrina y ficocianina en mg:-mL™, de manera que multiplicando por el volumen de
extraccion en mililitros y dividiendo entre el peso fresco de la muestra, obtendremos el

contenido de ambos pigmentos en miligramos por gramo de peso fresco.
M.13. Estimacidn de la concentracién de proteinas solubles y estructurales.

M.13.1. Las proteinas solubles se determinaron del sobrenadante del extracto anterior. Para la
cuantificacion del contenido en proteinas solubles se empleé el reactivo Biorad (Bio-Rad
Protein Assay, GmbH, Alemania). Este método se basa en que la union a proteinas provoca
un cambio en el maximo de absorcion para una solucion acida de Coomassie Brilliant Blue
G-250 desde 465 nm a 595 nm, Bradford (1976) fue el primero en demostrar la utilidad de
este principio para el ensayo de proteinas. Se afiadié 50 ul del extracto a 750 pL del tampdn
de extraccion, la reaccion comienza tras completar 1 mL de reaccion con 200 pL de reactivo
BIORAD. Tras agitar las muestras se mantuvieron durante 15 minutos a temperatura
ambiente y transcurrido este tiempo se determiné la densidad Optica a 595 nm. Para la
elaboracion de la recta patron de concentraciones se emple6 la albumina bovina en un rango

de concentraciones de 0 a 20 pg mL™.

M.13.2. Para determinar las proteinas estructurales (insolubles) se afiadi6 1 mL de hidréxido
sodico 1M al precipitado, se agito bien y se dejo 24 h a 4° C en oscuridad. Transcurrido ese
tiempo se calcularon las proteinas del siguiente modo: 100 uL del extracto al que se
afiadieron 300 puL de NaOH, 400 uL de HCL 1N (para neutralizar) y 200 uL de Biorad. Se
agité y tras 15 minutos se midio la absorbancia a 595 nm. La recta patrén se calculd
disolviendo en NaOH la albumina bovina (10 mg en 50 mL) y haciendo un barrido entre 0 y
30 pg-mL™.

M.14. Medidas de carbono y nitrégeno total.

El contenido interno de carbono y nitrogeno total se determind empleando un analizador
elemental CNHS LECO-932 (Michigan, EE.UU.) a 1050° C, que emplea un detector de

infrarrojos. Como patron se emple6 el EDTA. Se analizaron las muestras secas y se determind
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el contenido en % de peso seco o lo que es lo mismo miligramo (de C o N) por gramo de peso

seco de muestra.
M.15. Método de analisis de MAA:s.

Para el andlisis de los aminoécidos tipo micosporinas (MAAs) se empled como base el
método de Karsten y colaboradores (1998a) aplicandole ciertas modificaciones, de modo que el
protocolo a seguir fue el siguiente: se tomaron entre 10-20 mg de peso seco del alga a analizar
(las muestras se mantuvieron en silica gel hasta el momento del andlisis), la extraccion se
realizé en un bafio a 45° C durante 2 horas en 1 mL de metanol al 20%. Transcurrido ese tiempo
se tomé entre 600-800 L del sobrenadante y se llevo a sequedad en un concentrador centrifugo
al vacio (Jouan RC 10-09, Cedex, Francia). Por ultimo, se resuspendid el pellet en el mismo
volumen retirado (600-800 pL) pero en esta ocasidn de metanol (calidad cromatografia liquida)
al 100% con el fin de eliminar sales y proteinas. Esta muestra se analizé en un equipo Waters
600 (Waters Cromatografia S.A., Barcelona, Espafia) de HPLC (cromatografia liquida de alta
resolucion) (figura M.12), antes de ser inyectada habia que filtrarla por 0.2 um, para eliminar

posibles residuos que podrian afectar al equipo.

La columna empleada para la separacion de los MAAs en el HPLC fue una Cg
(Spherecloneld, Phenomenex, Aschaffenburg, Alemania) con un material de relleno esférico de
5 um de didmetro, el tamafio de dicha columna fue de 250x4.6 mm; se emple6 una precolumna

(Phenomenex, Aschaffenburg, Alemania) afin a la columna empleada.

La fase mdvil fue una solucion acuosa con un 2.5% de metanol y un 0.1% de &cido acético,
filtrada y desgasificada. Se usaron condiciones de bajo pH porque en estas condiciones los
MAASs presentan una carga positiva y se comportan por tanto, como cationes muy débiles. Se
inyect6 un volumen de muestra de 10 pL, que pasaba a un flujo isocratico de 0.5 mL-min™. El

tiempo de elucion fue de 15-20 minutos.

Se empled un detector de UV y visible (detector de fotodiodos 996) que hacia un barrido
para cada muestra entre 290 y 400 nm, tomando datos cada segundo para cada longitud de onda
de entre este rango seleccionado. Los datos fueron recogidos y analizados empleando el

programa informéatico Millennium 3.2.

Una vez extraido el cromatograma a 330 nm, se identificaron los picos por co-cromatografia
segun sus espectros y tiempos de retencidn. Para ello se compararon con los estandares
extraidos de los siguientes organismos marinos (entre paréntesis se indica el tipo de MAA del
estandar): Mastocarpus stellatus (shinorine), Porphyra yezoensis (porphyra-334), Bostrychia

scorpioides (palythine) y los ojos de la trucha del coral Plectropomus leopardus (asterina-330).
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El profesor Dr. UIf Karsten (Universidad de Rostock, Alemania) nos proporciond estos

estandares.

Figura M.12. Equipo de HPLC empleado con todos sus componentes.

Para el célculo de la concentracion en pg MAA-g" PS se empled la siguiente formula,

basada en una extension de la Ley de Lambert-Beer:

1 pg= Area(pV- seg)- Flujo(mL:min™)
(g7 )Vv (mL)- PS(mg)- 60

Hg-g
inyeccion

En la férmula se han tenido en cuenta los cambios de unidades, por lo tanto, introduciendo
los valores para cada parametro en las unidades indicadas entre paréntesis, se llega al resultado
final de la concentracién en pg-g™ PS. Esta formula sélo es valida cuando la extraccion se
realiza en 1ml de metanol al 20%, si se variase esta condicion la formula habria que

multiplicarla por el volumen de extraccion expresado en mililitros.

Desarrollo de la ecuacion para el célculo del contenido de una sustancia dada

correspondiente a un pico en un cromatograma:

Un pico cromatografico puede asimilarse a un triangulo isésceles con altura H y base W (H:

altura del pico y W: ancho de la base del pico) (figura M.13). En este caso el area del pico (S)

HW . . .
seria: S:T [1] las unidades son S: UAseg, H: UA, W: seg (UA: unidades de absorbancia).

El &rea del pico segun la ecuacion [1] puede asimilarse también a un rectangulo de base
W/2 y altura H (figura M.14). Esta apreciacion del pico cromatografico es mas conveniente para
el posterior desarrollo del proceso deductivo, ya que la altura es constante a lo largo de toda la

base y por tanto, durante toda la elucién del pico en cuestion.
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H
H
W W/2
Figura M.13 Figura M.14

La concentracién de una sustancia puede determinarse a partir de la absorbancia medida

. - . .. A

como altura del pico cromatogréafico mediante la Ley de Lambert-Beer, esto es: [sustancia]=—
&

[2] unidades: concentracion: mol-L, A: UA, & L-mol™; o bien puede medirse la concentracion
en gL y sustituirse el coeficiente de extincion molar (€) por el coeficiente de extincion

especifico (€’) dado en L-g™.

La cantidad de sustancia contenida en el volumen que ha eluido durante el desarrollo del
i - , . . ALY
pico cromatografico vendra dada por la ecuacion [3]: gramos sustancia=———, donde V:

volumen que ha eluido durante el tiempo W/2 (en L).

El volumen (V) puede determinarse a partir del flujo de elucion (F, en mL-min™), segin la

. W 1 . .
ecuacion [4]: V:? (F EIW los factores 60 y 10° resultan de la conversion de minutos a

segundos y de mL a L, para mantener la homogeneidad dimensional en la ecuacion.

Sustituyendo la absorbancia A por la altura H en la ecuacién [3], y el volumen por su

equivalente en la ecuacién [4] resulta:

H WV [F

gramos sustancia=_———
2[£'60010

[5]
Sustituyendo la ecuacion [1] llegamos a la ecuacion [6]:

gramos sustancia =—————
£'10110

Para determinar la concentracion (g-mL™) dividiremos el resultado de la ecuacion [6] por el
volumen de inyeccion (V;: pL) en el cual iban contenidos los gramos de sustancia que dan lugar

al pico cromatografico, resulta la ecuacion [7]:

53



Nathalie Korbee Peinado. Tesis Doctoral

. S[F
mg sustancia-mL eracto = ————
£'Y, (60

Debe tenerse en cuenta si se usa el sistema Millenium 3.2 que la altura de pico viene dada

en microvoltios (1V) y que el sistema tiene establecido que 1 Voltio=1 UA.
M.16. Determinacion de amino&cidos libres.

Se homogeneizaron unos 30 mg de peso fresco en 2 mL de metanol al 80% vy se centrifugo
el extracto (10000 g durante 15 minutos). El pellet, que contiene entre otros compuestos las
proteinas precipitadas, se desechd. Para eliminar la mayor parte de los pigmentos del
sobrenadante, el extracto se llevo a sequedad y se resuspendio en el mismo volumen de agua.
Este extracto se filtrd y se analizd el contenido de aminoacidos empleando un equipo de HPLC
1100-Series-System de Hewlett Packard, cuyo degasificador fue G1322A, la bomba QuatPump
G1311Ay el detector de fluorescencia Waters 474 se excité a 340 nmy se recogi6 la emision a
455 nm. Se empled el reactivo orto-phthalaldehido (OPA) para la derivatizacion de los
aminodacidos (Fluoraldehyde™ reagent solution, Pierce), la reaccion se produjo durante 20
minutos y transcurrido este tiempo el producto de la reaccion se detectd por fluorescencia a
nivel de picomol. Se empled la columna RP-C18-OPA Knauer (Berlin, Alemania) longitud de
25 cm, ID 4 mm, tamafio de particulas 5 pm, con una precolumna de 5 mm. El tiempo de
retencion fue de 40 minutos a un flujo de 0.8 mL-min?, las fases méviles fueron A:
metanol:agua 9:1, B: Tampdn 0.1M NaH,PO,/ Na,HPO, a pH 6.8 + 1.25% tetrahidrofurano
(THF). El gradiente empleado fue: a los 0 min 30% A, 3 min 30% A, 18 min 40% A, 40 min
100% A. Se inyectd un volumen de 15 pL de muestra que reaccionaron con otros 15 uL del
reactivo OPA (figura M.15). Se emple6 una mezcla estandar comercial de aminoécidos de
Sigma (Sigma-Aldrich Chemie, GmbH, Alemania) para la identificacion y cuantificacion de los
picos cromatograficos (figura M.16). Para la monitorizacion de los resultados se empled el

programa informéatico HP ChemStation.

OH
OH
S—CHp—CH2
Ho + SH—CH2—CH2
—
@f —_—> N —CH—COOH
CHO + NH2—(|:H—COOH -2H,0 == ,L

R

Figura M.15. Reaccion del OPA para la derivatizacion de aminoacidos.
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Figura M.16. Cromatograma del estdndar comercial para los aminoacidos analizados.

M.17. Estadistica.

Los resultados se presentan como el valor medio y la desviacion tipica de las muestras
respecto a ese valor medio, el nimero de réplicas fue de 3 para el analisis de pigmentos,
proteinas, aminoacidos, MAAs y C/N total; de 5 para la evolucion de oxigeno y las tasas de
transporte electrénico, y de 12 para las medidas de rendimientos cuanticos de fluorescencia. La
significacion estadistica de las medias fue contrastada mediante un Analisis de la Varianza
(ANOVA) de uno o dos factores (segln el caso), seguido de un test de comparaciones maltiples
de Tukey. El nivel de significacion fijado en todos los casos fue del 95% (p<0.05). Para calcular
el grado de correlacién entre variables y/o factores se empled el coeficiente de correlacion de
Pearson. La base tedrica de estos analisis estadisticos se recoge en Sokal y Rohlf (1995). Se

empleo el programa informético SPSS 11.0 para Windows.
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En este capitulo se abordara el desarrollo del método empleado para la extraccion e
identificacion de los MAAs. Teniendo en cuenta las distintas opciones encontradas en la
literatura, se realizaron pruebas comparativas con el fin de optimizar cada uno de los pasos a

seguir y asi obtener en lo sucesivo mejores y mas fiables resultados.

Puesto que se plantea el uso potencial de los MAAs como moléculas fotoprotectoras a
incluir en las cremas solares de uso humano; junto a una elevada capacidad de absorcién, una
buena molécula fotoprotectora debe caracterizarse ademas por poseer una gran estabilidad. Por
lo tanto, también se analizara el efecto de la temperatura y del pH en la estabilidad de las

moléculas de MAAs.

Por otro lado se evaluara la fluorescencia de la molécula una vez excitada alrededor de su
maximo de absorcion y la posibilidad de localizar los MAASs en las células empleando la técnica
de epifluorescencia. Ademas se analizara en un estudio preliminar la ruta biosintética de los
MAA: s en el alga roja P. umbilicalis, empleando un inhibidor de la ruta del &cido chiquimico, el

glifosato (Herrmann y Weaver, 1999).
I.1. Extraccién e identificacion de los MAAs.

Hay gran cantidad de trabajos en los que se analizan e identifican los MAAs de distintas
macroalgas y otros organismos marinos, en esta variedad de articulos se emplean a su vez una
variedad de métodos de extraccion y analisis que en la mayoria de los casos derivan de unos

pocos métodos a los que se le aplican ciertas modificaciones.

Se ensayaron distintas opciones para fijar el método de extraccion e identificacion de los
MAAs. En la extraccion se emplearon distintas concentraciones de los solventes, distintas
temperaturas y tiempos para la extraccion, ademéas de algunos métodos que facilitasen la
extraccion de los MAAs de las células. En la identificacion se analiz6 el uso de distintas fases

moviles y distintos flujos de elucion, ademés de dos tipos de columnas cromatogréaficas.
I.1.1. Extraccion de los MAAs:

Se eligieron distintas especies de algas rojas sobre las que realizar las pruebas de extraccion,
el motivo de emplear algas de este grupo fueron los datos preliminares encontrados, en los que
se indicaba que este grupo de algas contenia las mayores concentraciones de MAAS.
Concretamente se emplearon talos de Porphyra leucosticta, Gelidium latifolium y Corallina
elongata; el lugar de recoleccion para la primera especie fue Lagos (Mélaga) y el de las dos
Gltimas fue la Isla de las Palomas (Tarifa, Cadiz). Los ejemplares se conservaron desde el

momento de su recoleccion en seco. Se selecciond P. leucosticta debido a que se apuntaba que
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este género presentaba una alta concentracion de MAAs, ademé&s contenia entre 4 y 5 tipos
distintos de MAAs. Debido a que esta especie contiene una sola capa de células y su talo es
plano, se decidié analizar ademas G. latifolium y C. elongata, especies mas rigidas y
ramificadas, para verificar que la extraccion era correcta también en éstas, ademéas C. elongata
posee ejes calcificados por lo que se podria pensar que la extraccion de MAAs se veria
dificultada.

Como se ha apuntado con anterioridad, en la literatura se encontraron distintos métodos
para la extraccién de los MAAs, en todos ellos se empleaba etanol o, mas comdn y
recientemente, metanol, como disolvente organico. Sin embargo, no en todos ellos la proporcion
metanol:agua era la misma, se habia empleado metanol en concentraciones de entre el 20% al
100% (Karsten et al., 1998a; Carroll y Shick 1996; Banaszak et al., 1998). Por ello, se hizo un
barrido para analizar en cuél de ellas la extraccion era mejor. Se emplearon concentraciones del
20%, 50%, 75% y 100% de metanol (v:v) para extraer los MAAS en cada una de las especies de
algas rojas enumeradas anteriormente. Se analiz6 qué concentracién de metanol proporcionaba
una mejor extraccion del contenido de MAAs. La extraccion se llevo a cabo durante 2 horas en
un bafio a 45° C (tabla I.1).

Tabla 1.1. Concentracién de MAAs (mg-gPS) en P. leucosticta, G. latifolium y C. elongata

empleando como solvente para la extraccién 20%, 50%, 75% y 100% de metanol (v:v).

20% metanol

50% metanol

75% metanol

100% metanol

P. leucosticta 6.9+0.31 5.5+0.35 4.9+0.42 2.1+0.29
G. latifolium 2.34+0.15 1.95+0.19 1.51+0.21 0.78+0.18
C. elongata 1.40+0.10 1.15+0.12 0.89+0.11 0.45+0.14

Otro aspecto que se tuvo en cuenta fue la temperatura a la que realizar la extraccion, Neale
y colaboradores (1998) realizaron la extraccion a 4° C, sin embargo, en los trabajos de Karsten y
colaboradores (1998a), se empleaba una temperatura de extraccion de 45° C. Ambas
temperaturas fueron ensayadas realizando la extraccion con metanol 20% (v:v) durante 2 horas
(tabla 1.2).

Tabla 1.2. Concentracién de MAAs (mg-gPS) en P. leucosticta, G. latifolium y C. elongata
realizando la extraccion a 4° C y a 45° C empleando como solvente para la extraccion 20% de

metanol (v:v) durante 2 horas.

4°C 45°C
P. leucosticta 4.2+0.35 6.9+0.31
G. latifolium 1.51+0.24 2.34+0.15
C. elongata 0.94+0.14 1.40+0.10
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El tiempo de extraccion fue otra de las variables que se tuvo en cuenta, previamente se
habian empleado tiempos desde 30 minutos hasta 72 horas (Shick et al., 1992, Bandaranayake y
Rocher, 1999). Se ensayaron tiempos de extraccion de 2 horas, 12 horas, 24 horas y 48 horas,

empleando metanol 20% a una temperatura de 45° C (tabla 1.3).

Tabla 1.3. Concentracién de MAAs (mg-gPS) en P. leucosticta, G. latifolium y C. elongata
empleando como solvente para la extraccion 20% de metanol (v:v) a una temperatura de 45° C 'y

con tiempos de extraccion de 2, 12, 24 y 48 horas.

2 horas 12 horas 24 horas 48 horas
P. leucosticta 6.9+0.31 7.1+0.24 6.7+0.34 7.21+£0.29
G. latifolium 2.34+0.15 2.28+0.22 2.51+0.18 2.33+0.25
C. elongata 1.40+0.10 1.35+0.15 1.45+0.20 1.39+0.18

También se abord6 la posibilidad de aplicar ultrasonido a las muestras durante unos minutos
antes de la extraccion, para facilitar la extraccion gracias a la ruptura de las células. Por Gltimo,
también se probd el macerado del extracto de metanol con el talo algal en un mortero y el
realizar 3 extracciones consecutivas. No se obtuvieron diferencias significativas en las
concentraciones de MAASs entre las muestras tras la maceracion que sin ser maceradas, lo
mismo ocurria con la aplicacion del ultrasonido y con las extracciones sucesivas (datos no
mostrados). Por lo tanto, se decidié obviar estos pasos que complicarian el proceso de

extraccion.

Del andlisis de todas las opciones de extraccion detalladas con anterioridad, se estandariz
el método en funcion a aquellas opciones que brindaron mejores resultados, en términos de una
mayor eficacia de extraccion. A partir de este momento se emplearia metanol al 20%; ya que
con el empleo de una concentracion mayor de metanol para realizar la extraccion de MAAs,
ademas de que la extraccion era menor, se extraia también gran cantidad de clorofila que podria
interferir en el analisis afectando a la columna cromatografica, que era de uso exclusivo para el
andlisis de MAAs. Y sin necesidad de aplicar ultrasonido, ni macerar, ni de realizar extracciones

consecutivas, la extraccion tendria lugar en un bafio a 45° C durante un periodo de 2 horas.

Tartarotti y Sommaruga (2002) analizaron distintos métodos de extraccion de MAAS en
algas y zooplancton. Analizaron el método de extraccion para Porphyra sp. y llegaron a
similares conclusiones que las obtenidas en este trabajo; empleando una concentracion alta de
metanol y una baja temperatura de extraccion se subestimaban las concentraciones de MAAS.
Sin embargo, estos autores determinaron que después de 6 minutos de ultrasonidos la extraccion

era significativamente superior, al contrario de los resultados obtenidos en este trabajo.
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1.1.2. Identificacién de los MAAs:

Transcurridas las 2 horas de extraccion, las muestras se llevaron a sequedad, gracias al
empleo de un concentrador centrifugo a vacio (Jouan RC 10-09, Cedex, Francia), y
posteriormente, se resuspendian en metanol 100% (grado para cromatografia liquida), de este
modo, se conseguiria retirar del extracto otros compuestos que no se solubilizaban en metanol,
como proteinas y sales y también restos de membranas y tejidos, con el fin de evitar que se
introdujesen en la columna de separacion del equipo de HPLC pudiendo dafiarla y/o saturarla

mas rapidamente.

Para la separacion y cuantificacion de los MAAs, los extractos resuspendidos en metanol
100% se inyectaron en la columna de un equipo de HPLC de fase reversa y fueron analizados

isocraticamente.

En esta fase de analisis también se analizaron varias opciones, el tipo de columna para la

separacion, la fase mavil a emplear y el flujo de la misma.

Se probaron dos tipos de columnas para la separacion de los MAASs: una Cg (Sphereclone™,
Phenomenex, Aschaffenburg, Alemania) con un material de relleno de silica de 5 pm de
didmetro, la superficie del silica estaba derivatizada con una cadena alifatica de 8 atomos de
carbono (octadecyl silano), el tamafio de dicha columna fue de 250x4 mm; y una columna Cyg
(Symmetry®, Waters, EE. UU.) empaquetada con un relleno de silica de 5 um de didmetro
derivatizado con una cadena alifatica de 18 carbonos (octyl silano), el tamafio de dicha columna
fue de 150x4.6 mm. La primera de ellas fue empleada en el trabajo de Tartarotti y Sommaruga
(2002) y la segunda fue empleada por el grupo de la Universidad de Erlangen (Alemania) para
la separacion de MAAs (http:\\www.biologie.uni-erlangen.de\botanikl), y también se

empled en el trabajo de Oren (1997), entre otros.

La hidrofobicidad de la columna aumenta fundamentalmente con el tamafio de la cadena
alifatica, es decir, la columna Cyg presentaba una mayor hidrofobicidad que la Cg. El silanol
(SiOH) interacciona con la parte polar del soluto, y la actividad de este grupo era mayor en la Cg
que en la Cyg. Pero sélo con el contenido de carbono no se tiene una verdadera medida de la
retencion y selectividad de la columna. Otra variable mas importante aln a tener en cuenta, en
este sentido, es el tamafio de los poros, normalmente con un tamafio menor de poro la columna
posee una mayor capacidad para la separacion, siempre que las moléculas sean lo
suficientemente pequefias para penetrar en los pequefios poros. El tamafio de poro para la
columna Cgq fue de 80 A y el tamarfio de poro para la Cyg fue de 90 A. Por lo tanto, teniendo en

cuenta que la columna Cg presentaba una menor hidrofobicidad y que ademaés el tamafio de poro
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era menor, seria ésta la que tedricamente nos proporcionaria mejores resultados. Se corrobord
tras analizar una misma muestra con ambas columnas y los resultados se reflejan en las figuras
lLlyl.2.

La eficiencia de la columna es directamente proporcional a la longitud de la misma e
inversamente proporcional al tamafio de las particulas. En nuestro caso, al ser el tamafio de las
particulas el mismo en ambos casos, se supondria que la mayor eficiencia en el andlisis la se
obtendria con la columna Cg que era la de mayor longitud. Para probar esta asuncion, se
analizaron en ambas columnas cromatograficas dos extractos de MAAs obtenidos de dos de los
pasos de purificacion que se detallan en el apartado 1.2., concretamente después del lavado del
carbono activado (extracto A) y tras la elucién de la columna Dowex (extracto B). Ambos
extractos se analizaron con dos fases mdviles distintas, 2.5% y 25% de metanol, siempre con
0.1% de &cido acético (tabla 1.4).

Tabla 1.4. Area de los picos de shinorine y porphyra-334 (uV-seg), empleando como fase mévil
en el analisis con el equipo de HPLC un 2.5% y un 25% de metanol, ambos con 0.1% de &cido

acético. Y como fase estacionaria las columnas Cg y Cys.

A B A B
2.5% Areas SH/PR Areas SH/PR 25% SH+PR SH+PR
Cs 304.608/2.667.191 | 467.269/3.832.591 Cs 3.038.273 | 4.380.902
Cis 289.020/2.629.255 | 456.104/3.747.348 Cis 2.999.572 | 4.360.950

Aunque las diferencias no eran muy grandes, en el mayor de los casos de 85.000 uV-seg, se

corrobora que con la columna Cg se obtiene una mayor eficiencia en el analisis.

El volumen de la columna, que viene dado por la longitud y el didmetro de la misma, 3.142
mL para la Cg y 2.49 mL para la C.5, €s muy importante para la sensibilidad del anélisis, las
columnas con un volumen menor dan una mayor sensibilidad que las columnas con un mayor
volumen. Pero en nuestro caso al tener unas concentraciones de MAAs altas se podrian usar
columnas con una menor sensibilidad por estar muy por encima del limite de deteccion del

equipo.

Para un mismo flujo y tipo de fase movil, se inyectaron varios extractos con MAAs en el
equipo de HPLC Waters 600, empleando los dos tipos de columnas cromatogréficas indicados
anteriormente. Los resultados se muestran en los cromatogramas adjuntos, los MAAs, que
eluian de mayor a menor polaridad, eran menos retenidos en la columna C,g (fase estacionaria)
y por lo tanto eluian antes que en la columna Cg, en la que los tiempos de retencion fueron
superiores para cada uno de los tipos de MAAS. Esto ocurria tnicamente cuando la proporcion

de metanol en la fase movil era del 25%. Debido a que la separacién de los picos era menor
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empleando la columna Cyg, y al ser la shinorine y la porphyra-334 de una polaridad similar, los
picos para ambos aparecian solapados en el cromatograma. Incrementando la polaridad de la
fase movil se conseguiria una mejor separacion, debido a que de este modo se incrementarian

los tiempos de retencion (figuras 1.1y 1.2).

Se ensayaron distintas polaridades de la fase movil, 25%, 5% y 2.5% de metanol. Junto al
metanol en todos los casos se afiadia un 0.1% de acido acético, al tener los MAAS en un medio
ligeramente &cido se conseguiria que las moléculas no estuviesen cargadas iénicamente. Al
disminuir la polaridad se observo que la separacion de shinorine y porphyra-334 no fue correcta
con ninguna de las columnas cromatogréficas. Sin embargo, con el empleo de un 2.5% de
metanol en la fase movil se obtuvieron los mejores resultados, la separacion de estos dos picos

fue idénea con ambas columnas (tabla 1.5).

Tabla 1.5. Tiempo de retencidn de los picos de shinorine y porphyra-334 (minutos), empleando
como fase mdvil en el andlisis con el equipo de HPLC un 2.5%, 5% y un 25% de metanol,
siempre con 0.1% de &cido acético. Y como fase estacionaria las columnas Cg y Cyg. Flujo: 0.7

mL-min™.

Shinorine Cs Cis
2.5% metanol 3.5 51
5% metanol 3 4.6
25% metanol 2.8 2.4

Porphyra-334 Cs Cus

2.5% metanol 45 8.2
5% metanol 3.4 5.3
25% metanol 3 2.4

Analizando los resultados obtenidos hasta este momento se decidié emplear la columna Cg
con una fase movil del 2.5% de metanol (figura 1.3). Se descarté el uso de la C;5 porque aunque
con un 2.5% de metanol la separacion de shinorine y la porphyra-334 era correcta, los tiempos
de retencion fueron muy elevados, casi el doble que empleando la columna Cg. Por lo tanto,
para la elucion de todos los MAAs de un solo extracto se necesitaria mucho tiempo. Ademas de
necesitar mucho mas tiempo en el analisis, se necesitaria mas cantidad de fase mévil y méas
horas de funcionamiento del equipo de HPLC, con el consecuente gasto energético y desgaste

de la lampara UV del detector.
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El flujo para la fase mévil con el que se obtenia una mejor separacion de los picos, fue de

0.5 mL-min™, aunque también se probaron otros flujos que se citaban en la literatura, 0.7

mL-miny 1 mL-min™.
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Figura 1.1. Cromatograma y espectro de absorcion de los picos de shinorine y porphyra-334, se
observa una mala separacion de ambos, el pico se corresponde con la suma de ambos MAAs.

Columna C,g, fase mévil de 25% metanol (v:v) y 0.1% &cido acético y flujo de 0.7 mL-min™

1
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Figura 1.2. Cromatograma y espectro de absorcion de los picos de shinorine y porphyra-334,
mejor separacion, aunque no Optima respecto a la figura I.1. Columna Cg, fase movil de 25%

metanol (v:v) y 0.1% &cido acético y flujo de 0.7 mL-min™*
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Figura 1.3. Cromatograma Yy espectro de absorcion de distintos MAAs (shinorine, porphyra-334,
palythine y asterina-330) de un extracto de P. leucosticta. Columna Cg, fase moévil de 2.5%

metanol (v:v) y 0.1% &cido acético y flujo de 0.5 mL-min™*

1.2. Purificacién de un extracto de MAAs.

Para obtener un extracto purificado de MAAs, concretamente un extracto de porphyra-334 y
shinorine, se extrajeron los MAAs de 25 gramos de P. leucosticta empleando 1 L de metanol al
20% en un bafio a 45° C con agitacion constante. La extraccion transcurrié durante 24 horas.
Pasado este tiempo se filtro el extracto, se calcul6 la concentracién y se identificaron los picos
de MAAs en el equipo de HPLC.

En el volumen de 1 L se obtuvieron 58 mg de MAAs, el 85% era porphyra-334 y
aproximadamente el 15% era shinorine, se observaron también trazas de palythine y asterina-

330 que no llegaron a un 5% del total de concentracion.

El siguiente paso fue la concentracion del extracto mediante el empleo de un concentrador
centrifugo a vacio, hasta aproximadamente 100 mL del extracto en agua. Este volumen se pasé
por carbono activado (Merck, Alemania) agitando la mezcla en un matraz Erlenmeyer durante 5
0 10 minutos (figura 1.4). La cantidad dptima de carbono activado necesario para obtener una
buena eficiencia en el proceso, es decir, para que los MAAs se adsorbieran en un gran
porcentaje al carbono activado fue de 1g de carbono activado por cada 10g de MAAs. Una vez
transcurrido el tiempo indicado, se centrifugaba y se analizaban los restos de MAAs que

quedaban en el extracto acuoso. Se confirmé que un 95% de los MAAs se adsorbieron al
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carbono y en el volumen de agua estaban presentes otros muchos compuestos que se

desecharon.

Nos quedamos con el precipitado, donde se habia adsorbido la mayor parte de los MAAs y
se lavo el carbono activado con metanol al 50% para que liberara las moléculas de MAAs. Se
lavaba dos veces sucesivas empleando 500 mL de metanol 50% en ambos casos. La eficacia de
este paso fue aproximadamente del 80%, es decir, se perdia aproximadamente un 20% de
MAASs que no se conseguia liberar del carbono activado. Se volvia a concentrar el volumen de
metanol al 50%, empleando el concentrador centrifugo a vacio, hasta quedarnos con unos 100 6

200 mL (extracto acuoso).

El siguiente paso en la purificacion de MAAS consistid en pasar este nuevo extracto acuoso
por una columna que se empaqueto con una resina de intercambio cationico fuertemente acidica
Dowex 50Wx8-100 (Sigma-Aldrich Chemie, GmbH, Alemania), la forma idnica de la resina es
el proton de hidrdgeno, la columna se preparaba con agua destilada (figura 1.4). Una vez que se
pasaba el extracto, aproximadamente el 100% de los MAAs quedaban adsorbidos en la
columna, para recuperarlos de nuevo se eluia la misma con agua destilada. No hizo falta eluirla
con un medio &cido o basico, ya que las moléculas de MAAs estan cargadas muy débilmente y
resultd sencillo extraer los MAAs adsorbidos empleando un medio neutro, como es el agua
destilada. Se iban recogiendo alicuotas de 50 mL tras pasar por la columna, hasta llegar a un
punto en el que se recuperaba de nuevo un 80% de lo que se puso en un principio en esta
columna. Se desechaban las primeras alicuotas que apenas contenian MAAs y al final del
proceso se unieron todos los extractos que presentaron una concentracion considerable de

MAAS y se concentr0 este nuevo extracto hasta un volumen de unos 100 mL.

Tras el desarrollo de estos pasos se analiz6 el extracto resultante en términos de MAAs y se
comprobd que la mayoria eran moléculas de porphyra-334, aunque también se encontré una
pequefia proporcion de shinorine. Durante el proceso se eliminaron gran cantidad de

macromoléculas y pigmentos, entre otros compuestos (figura 1.5).

Este extracto purificado de MAAs fue el que se empled para el estudio de los distintos
métodos de identificacion de MAAs en un equipo de cromatografia liquida y también en el

estudio de la estabilidad de estas moléculas frente a cambios de temperatura y de pH.
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Figura 1.4. Esquema del proceso de purificacion de un extracto de MAAs.
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Figura 1.5. Espectro de absorcion de un extracto de Porphyra leucosticta en metanol 100% (A) y

del extracto purificado de MAAs (B).

1.3. Efecto de la temperatura en la estabilidad de los MAAs.

Una molécula fotoprotectora debe ser estable frente a cambios de temperatura, para
comprobar esta caracteristica se expusieron muestras del extracto de MAAs purificado durante
un periodo de 6 horas a temperaturas de 50, 70 y 100° C en tubos sellados para evitar pérdidas
de volumen. Transcurrido ese tiempo se analizaron los extractos en el equipo de HPLC, y se
comprobd que la concentracion de los MAAs no cambid y ademas que los espectros de
absorcion de los MAAs sometidos a estas altas temperaturas eran los mismos que el extracto del

inicio de la prueba (figura 1.6).
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Figura 1.6. Espectro de absorcién de porphyra-334 en extractos acuosos después de someterlos

durante 6 horas a temperaturas de 50, 70 y 100° C.

Se puede concluir, por lo tanto, que los MAAs son moléculas estables frente a cambios de
temperatura, al menos a temperaturas de hasta 100° C durante periodos de tiempo cortos.

Resultado similar al que obtuvieron para un extracto purificado de MAAs extraido del alga roja
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Gracilaria cornea (también compuesto por porphyra-334 y/o shinorine) que permanecio

invariante en términos de concentracion después de 6 horas a 75+2° C (Sinha et al., 2000).
1.4. Efecto del pH en la estabilidad de los MAAs.

Se tomaron muestras del extracto purificado de MAAs y se les afiadié acido clorhidrico 1M
e hidréxido sédico 1M, segun los casos, y en distinta cantidad para estabilizar los extractos a
distintos niveles de pH, 3, 5, 7, 8.75 y 10.5. Transcurrida 1 hora se analizé el contenido de
MAAs. No se observaron diferencias significativas en la concentracion ni el espectro de
absorcion de los MAAs entre los pH analizados. Sin embargo, en un medio con pH 3 el maximo
de absorcidn de la porphyra-334 se situé unos 4 6 5 nm desplazado hacia la izquierda, es decir,

en este caso el maximo se encontré alrededor de 330 nm (figura 1.7).

0.6
—--—-pH3
051 _.—..pH5
------- pH 7
0.4 1
———-pH8.75
<03{ — pH105

275 300 325 350 375
Longitud de onda (nm)
Figura 1.7. Espectro de absorcion de porphyra-334 en extractos acuosos con pH de 3,5, 7,8.75y

10.5.

Se concluye que los MAAs, son estables frente a cambios de pH del medio en el que se
encuentran. El extracto purificado de la sustancia 334 (que posteriormente se identificé como un
MAA, en concreto porphyra-334) del alga roja Porphyra yezoensis, también mostrd la misma
estabilidad en medio &cido y neutro, pero sin embargo, en medio basico (pH 11) determinaron
que la molécula era inestable, volviendo de nuevo e inmediatamente a su estado original cuando
el medio se tornaba a pH neutro (Sivalingam et al., 1976a). Y al igual que ocurria con el
extracto purificado de P. leucosticta, estos autores determinaron que a pH 2 el maximo de

absorcion se desplazaba ligeramente a 329 nm (Sivalingam et al., 1976a).

Con los resultados obtenidos, los MAAs superan las primeras pruebas que se les realiza a
una molécula para estudiar su potencial uso como molécula fotoprotectora. A raiz de estos

resultados se avanzard en el estudio de la acumulacion de MAAs en macroalgas, con el fin de
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proporcionar las condiciones en las que deberian cultivarse los talos con el fin de potenciar la
acumulacion de MAAs, todo ello con vistas a futuras aplicaciones de estas moléculas en

fotoproteccion.
1.5. Fluorescencia de porphyra-334.

Para estudiar la emision de fluorescencia de los MAAs se empled un espectrofotometro de
fluorescencia Hitachi F-2000 (Hitachi, Japon). Se detectd emision de fluorescencia cuando se
excitaba el extracto purificado de MAAs a 368 nm. Sin embargo, cuando se excitaba el extracto
a otras longitudes de onda mas préximas a las del maximo de absorcion de esta molécula, no se
observo emision de fluorescencia. El solvente empleado fue metanol 100% y la concentracion
de este extracto fue de 2.4 mM. Se empled una cubeta de 2 mL. El espectro de fluorescencia se
caracteriz6 por una banda de 100 nm de ancho con un maximo de fluorescencia a 450 nm
(figura 1.8).
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Figura 1.8. Espectro de fluorescencia del extracto purificado de porphyra-334 (2.4 mM).
Excitacion a 368 nm.

Este resultado coincidio con aquel que obtuvieron para el extracto purificado de la sustancia
334 extraida de P. yezoensis al 0.43%, estos autores excitaron la molécula a 368 nm y
obtuvieron un espectro de fluorescencia con un maximo de emisién a 430 nm, con un ancho de

banda muy similar al que se obtuvo en este trabajo (Sivalingam et al., 1976a).

Conociendo el espectro de fluorescencia para la porphyra-334 nos planteamos si seria
posible localizar los MAAs en las células aprovechando esta caracteristica. Sivalingam y
colaboradores (1976b) realizaron un gradiente de sacarosa con la sustancia 334 purificada, y
llegaron a la conclusion de que estas moléculas se encontraban en la fraccion soluble de los

cloroplastos.
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Se trat6 de localizar los MAAS en las células de P. leucosticta, aprovechando que se trata de
un alga laminar con una sola capa de células y con una alta concentracion de MAAs. Se
colocaron talos de esta alga en portaobjetos y se empled un microscopio Optico invertido Leitz
Fluovert-FU (Leitz, Wetzlar, Alemania) que llevaba acoplado un sistema de epifluorescencia.
Sin embargo, la excitacion de los talos no llevaba asociada la emision de fluorescencia

alrededor de 450 nm caracteristica de los MAAs.

La imposibilidad de detectar la fluorescencia de los MAAs en las células de P. leucosticta,
podria relacionarse con una baja emision de fluorescencia, se necesitaria una concentracion muy
elevada para su deteccion. Por lo tanto, no seria posible su deteccion en las células con esta
técnica, en las que se encuentran los MAAS a una menor concentracion. El extracto purificado
tenia una concentracion de 2.4 mM, debido a que se emplearon cubetas de 2 mL, habia en la
cubeta 4.8 umoles de MAAs. Partiendo de un maximo de concentracion de MAAs en un talo de
P. leucosticta de 10 mg-g™*PS y conociendo que la relacién PF/Area (mg-cm™) es de 5.5 para un
talo recolectado de su medio natural (Figueroa et al., 1995a), se tienen 1.53 pmol MAAs.cm™
(el peso molecular de porphyra-334 es 346.336), ademés como el talo posee 5684 células-mm™
(Figueroa et al., 1995a), se llegaria a 2.68-10° pmol MAAs-célula®. Se corrobora que el
contenido de MAAs en la célula es mucho menor (del orden de 10°%) que el que se tenia en el

extracto puro para la determinacién de la fluorescencia.

Existen referencias recientes en las que se apunta a que cuando son excitadas estas
moléculas la emision de fluorescencia de la porphyra-334 (6 uM) es muy débil (Conde et al.,
2000) e incluso no detectable en shinorine (17 pM) (Shick et al., 2000).

1.6. Biosintesis de los MAAs en Porphyra umbilicalis.
1.6.1. Introduccion:

La biosintesis de los MAAs se relaciona con la ruta del &cido chiquimico, tal y como se
apunto en la introduccion (apartado 1.1.2). Esta ruta une el metabolismo de carbohidratos a la
biosintesis de compuestos aromaticos, es decir, el metabolismo primario y el secundario. En una
secuencia de siete pasos metabolicos, el fosfoenolpiruvato y la eritrosa-4-P se convierten en
corismato, que es el precursor de los aminoacidos aromaticos (triptéfano, tirosina y fenilalanina)
y de otros muchos metabolitos aromaticos secundarios (figura 1.9). Cada uno de los
intermediarios de esta ruta puede considerarse también como una rama de compuestos que
pueden servir como sustratos de otras rutas metabdlicas. Se ha descrito que la RUV deriva las
sustancias sintetizadas en el metabolismo primario hacia el secundario, observaron la induccion
de la codificacién de ARN,, para ciertas enzimas que proporcionan los intermediarios para la

sintesis de metabolitos secundarios (entre ellas la DAHP sintasa, primera enzima de la ruta del
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acido chiquimico), concretamente estudiaron la induccidn de la sintesis de flavonoides en perejil
(Logemann et al., 2000).

El glifosato (N-(fosfonometil)-gly) es un herbicida que actta principalmente inhibiendo la
penultima enzima de la ruta del acido chiquimico, la EPSP sintasa (5-enolpyruvylshikimate-3-P
sintasa) (Steinriicken y Amrhein, 1980). Pero el glifosato también puede inhibir otras enzimas
de la ruta del &cido chiquimico debido a sus propiedades quelantes, estas otras enzimas que
necesitan cationes para ser activas son, la DAHP sintasa (1% enzima de la ruta) y la
deshidroquinato sintasa (2% enzima de la ruta) (Herrmann y Weaver, 1999) (figura 1.9). Se ha
descrito que el glifosato también puede inhibir o reprimir la accién de otras dos enzimas
involucradas en otros pasos de la sintesis de los aminoéacidos aromaticos, la corismato mutasa y
la prefrenato hidratasa (Cox, 1995a). De este modo, el proceso mediante el que se produce la
clorosis y posterior muerte de la planta derivaria de la falta de aminoécidos aromaticos
necesarios para la sintesis de proteinas; ademas de que estos aminoacidos son los precursores de

lipidos y flavonoides, entre otros compuestos.
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Pero también se ha descrito que la accion herbicida del glifosato puede localizarse a nivel de
otras enzimas no relacionadas con la ruta del &cido chiquimico. En cafia de azlcar se ha
observado que reduce la actividad de una de las enzimas involucradas en el metabolismo del
azucar, la acido invertasa. En animales y humanos también afecta a sistemas enziméticos. En
ratas, cuando se les inyectd glifosato en el abdomen, disminuy6 la actividad de dos enzimas
detoxificantes, el citocromo P-450 y una monooxigenasa; también disminuy6 la actividad

intestinal de otra enzima detoxificante, la aril hidrocarbono hidroxilasa (Cox, 1995b).

Se asume que a partir del 3-deshidroguinato mediante una serie de reacciones se llega a la
molécula precursora de los MAAs, el gadusol o deoxigadusol (Favre-Bonvin et al., 1987). Con
la adicion de glicina a estas moléculas se llegaria a la mycosporine-gly (oxo-MAA
monosustituido) y a partir de este MAA y con la adicion de un nuevo aminodcido se
sintetizarian los imino-MAAs (figura 1.10). Por ejemplo, si se adicionase serina se llegaria a la

shinorine vy si se adicionase treonina a la porphyra-334 (MAA bisustituidos).

0O
OH
HO 3-Deshidroquinato
HO OH
v
0 0 Y
R OCH; OCHgs OCHj3
—> —>
HO HO HO
HO oH HO NH HO NH
Gadusol R=OH ) _
Deoxigadusol R=H Mycosporine-gly CO2H Imino-MAAs CO2H

(R=Aminoécido y
amino alcoholes)

Figura 1.10. Posible ruta biosintética del precursor y de los MAAs.

Basandose en los coeficientes estequiométricos y el acople con las moléculas de ATP,
Haslam (1993) determind que se necesitaban 60 equivalentes de ATP para sintetizar un mol de
corismato. Si es cierto que los MAAs derivan del 3-deshidroquinato el requerimiento energético
para sintetizar un mol de MAAs seria similar, aunque con el coste adicional de tener que
condensar aminodcidos al anillo. Este gasto energético es aproximadamente el doble que el de la
sintesis de aminoacidos no aromaticos (Shick y Dunlap, 2002). Se necesitarian 300 moles de
fotones capturados en la fotosintesis para sintetizar un mol de MAAs (Raven, 1991), es
aproximadamente el mismo coste que para sintetizar clorofila y una décima parte que para
producir un complejo recolector de luz, proteinas y pigmentos accesorios (Raven, 1984). Como

los MAAs pueden estar entre 5 y 10 veces a mayor concentracion que las moléculas de
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clorofila, el coste para sintetizar MAAs seria muy elevado. Este coste anabolico haria competir
con otras demandas de energia y material por parte de las células. Ademas para la sintesis de
nuevas moléculas de MAAs se necesita nitrégeno, para lo que debe desviarse este nutriente
desde el crecimiento y la reproduccion. Aln asi, cuando las condiciones luminicas y
nutricionales del medio en el que habita el organismo son 6ptimas, de modo que todo el aparato
fotosintético y demas procesos bioquimicos funcionan adecuadamente, no habria ningln

impedimento para la sintesis de MAAs.
1.6.2. Disefio experimental:

En un estudio preliminar sobre la posible via de sintesis de los MAAs siguiendo la ruta del
acido chiquimico, se analiz6 el efecto de un inhibidor de esta ruta, el glifosato (N-
(fosfonometil)-gly, Fluka Chemie GmbH, Alemania), en la acumulacion de MAAs y en el
metabolismo fotosintético en el alga roja P. umbilicalis recolectada de la isla de Helgoland el 24
de octubre de 2002. Se mantuvieron los talos durante 12 dias en precultivo a 15° C en cilindros
de vidrio, empleando agua de mar artificial (Marinemix hw-Professional) a 35%. con adicion de
fosfato (10 pM) y sin nitrégeno, con burbujeo de CO, constante y a 40 umol-m?s™ de radiacion
PAR (lamparas fluorescentes Osram) con un fotoperiodo de 16h luz:8h oscuridad. Se cambi6 el
medio cada 6 dias durante el precultivo. El experimento se llevd a cabo durante 7 dias en
recipientes de vidrio PYREX de 1 litro en la cdmara de cultivo a 15° C bajo un fotoperiodo de
16:8 y con una irradiancia de 150 umol-m?%s™ de PAR, 13 W-m™ de UVA y 0.6 W-m? de UVB.
La radiacion PAR se consiguié con ldmparas fluorescentes Osram y la RUV se consiguio
empleando 2 lamparas Q-Panel. La concentracién de amonio durante el experimento fue de 300
MM. Se cultivaron los talos en cuatro tratamientos distintos, que se diferenciaron Gnicamente en
la concentracion de glifosato, 0 uM, 500 uM, 1000 uM y 1500 puM. Esta ultima concentracion
resultd letal en aproximadamente un dia de experimentacion (figura 1.11.B). Se cambi¢ el
medio, renovando el contenido de glifosato y amonio a los 3 dias de cultivo. Se tomaron
medidas, al iniciar el experimento y tras los 7 dias de experimentacion, del rendimiento cuéntico
optimo y curvas TTE-E (Diving-PAM), pigmentos fotosintéticos (clorofila a y
ficobiliproteinas), proteinas solubles, aminoacidos libres y MAAs (figura 1.11.A). Se analizaron,
con el fin de obtener informacidn sobre los mecanismos de accion del herbicida glifosato, para
estimar la evolucion de los procesos fotosintéticos y de las posibles vias de utilizacion del

nitrégeno inorganico.
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Tiempos de muestreo:

Rendimiento cuantico 6ptimo Inicial
Curvas TTE-E 7 dias de exposicién

Compuestos nitrogenados:

+ Clorofilaa Hlnicial
- Ficobiliproteinas 7 dias de exposicion

* Proteinas solubles

*  Aminoécidos libres

Figura I.11.A. Variables medidas y tiempos de muestreo.

Radiaciéon PAR+UVA+UVB

Concentraciones

ouM 500 uM 1000 uM | «—  glifosato

! E
\ 300 uM NH4+/

Figura 1.11.B. Esquema del disefio experimental.

1.6.3. Resultados:
Respuesta fotosintética:

Se produjo una caida significativa del rendimiento cuantico dptimo después de los 7 dias de
cultivo en todos los tratamientos respecto al inicial, la caida fue de igual magnitud en los
tratamientos de 0 y 500 uM de glifosato (23% del inicial) y mayor en el tratamiento de 1000
UM de glifosato (74% del inicial) (p<0.05) (figura 1.12).
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Rendimiento cuantico éptimo

0

Inicial 0 uM 500 uhM 1000 pM

Figura 1.12. Rendimiento cuantico 6ptimo al inicio y después de 7 dias de cultivo en 3

concentraciones de glifosato (0, 500 y 1000 uM) en P. umbilicalis.
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Tabla 1.6. Ajuste de las curvas tasa de transporte electronico vs irradiancia (TTE-E). TTEqax

Capitulo |

(umol-m?s™) y pendiente inicial (umol e™(umol fotones)™).

TTE nax Pendiente inicial
Inicial 37.5+£3.7 0.11+0.03
0 UM glifosato 36.04£5.0 0.12+0.03
500 puM glifosato 34.1+6.6 0.12+0.04
1000 uM glifosato 10.9+1.3 0.03+0.007

En los tratamientos de 0 y 500 uM de glifosato no se detectaron diferencias significativas a
lo largo del tiempo de experimentacion ni en el valor de TTE.x ni en la pendiente inicial de la
curva TTE-E (p>0.05). Sin embargo, en el tratamiento con una concentracion de glifosato de
1000 uM se detectd una caida significativa de ambos pardmetros (p<0.05). Fijando el tiempo, a
los 7 dias de cultivo el tratamiento con la concentracién mayor de inhibidor present6 un valor
para la TTE,.x y para la pendiente inicial de la curva TTE-E inferior significativamente que en

los otros dos tratamientos (p<0.05) (tabla 1.6).
Contenido pigmentario (clorofila y ficobiliproteinas):

La concentracion de clorofila a no vario significativamente a lo largo del periodo de

experimentacion en ninguno de los tratamientos respecto al valor inicial (p>0.05) (figura 1.13).

5 1

4*L T T

Cla (mg-g*PS)

0 T T
Inicial  OpM 500 uM 1000 puM

Figura 1.13. Concentracion de clorofila a al inicio y después de 7 dias de cultivo en 3

concentraciones de glifosato (0, 500 y 1000 uM) en P. umbilicalis.

La concentracién de ficocianina no vario significativamente a lo largo del experimento
(p>0.05) (figura 1.14.A), sin embargo, la de ficoeritrina se incrementd significativamente
después de los 7 dias de cultivo en el tratamiento de mayor concentracion de glifosato (figura
1.14.B). Este incremento también se reflejo en el contenido total de ficobiliproteinas y en la

relacién FE/FC (p<0.05) (datos no mostrados).
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Figura 1.14. Concentracién de ficoeritrina (A) y ficocianina (B) al inicio y después de 7 dias de

cultivo en 3 concentraciones de glifosato (0, 500 y 1000 uM) en P. umbilicalis.

El contenido de proteinas solubles no vario significativamente a lo largo del periodo de
experimentacion, la concentracion se mantuvo a aproximadamente 32 mg-g™'PS (p>0.05) (datos

no mostrados).
Contenido en aminoacidos libres:

La concentracion de aminodcidos libres no vario significativamente en los tratamientos de 0
y 500 uM de glifosato después del cultivo, se mantuvo en torno a 150 pmol-g™*PS (p>0.05). Sin
embargo, en el tratamiento con la concentracion mayor del inhibidor el contenido de
aminoécidos cayé bruscamente hasta los 44 pmol-g'PS (caida del 71% del valor inicial)
(p<0.05) (figura 1.16).

Se detectaron todos los aminoécidos presentes en el estandar comercial (ver material y
métodos), pero en distinta proporcion. EI mas abundante fue taurina (40%), seguido de alanina
(24%) y de glutamato (13%). Estos tres aminoacidos variaron su proporcién a lo largo del
experimento, taurina increment6 significativamente su proporcion respecto al inicial a un 44%
cuando se cultivaron los talos en 500 uM de glifosato (p<0.05), alanina disminuyd su
proporcidn significativamente en 0 y 500 uM en igual magnitud (aproximadamente a un 13%) y
por ultimo, el glutamato incrementd significativamente su proporcion cuando se cultivaron los

talos en 0 y 500 UM de glifosato hasta un 18% aproximadamente (p<0.05) (figura 1.15).

Debido a que se empled un herbicida cuyo mecanismo de accién principal es la inhibicion
de algunas de las enzimas de la ruta del acido chiquimico, se analizé el comportamiento de los
aminoécidos aromaticos en los distintos tratamientos, aunque su proporcién relativa sea mucho
inferior. Estos aminoacidos aromaticos son fenilalanina, triptéfano y tirosina, los dos primeros

poco solubles en agua y este ultimo con un poco méas de solubilidad. La proporcion de
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triptéfano fue la Unica que vario significativamente a lo largo del experimento respecto al valor

inicial, se produjo una caida significativa de la misma en todos los tratamientos (p<0.05).
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Figura 1.15. Cromatograma donde se refleja la composicion de aminodacidos libres al inicio del
experimento en P. umbilicalis.
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Figura 1.16. Concentracion del total de aminoacidos libres al inicio y tras 7 dias de cultivo en 3

concentraciones de glifosato (0, 500 y 1000 uM) en P. umbilicalis.

Contenido de MAAs:

Se observo una caida significativa de la concentracion de MAAs después de los 7 dias de
cultivo respecto al valor inicial en los talos que habian estado cultivados con 1000 uM de
glifosato (caida del 30% del valor inicial) (p<0.05) (figura 1.17).
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MAAs (mg-g1PS)
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Figura 1.17. Concentracion de MAAs al inicio y tras 7 dias de cultivo en 3 concentraciones de

glifosato (0, 500 y 1000 uM) en P. umbilicalis.

El total de MAAs, estuvo compuesto por un 90% aproximadamente de porphyra-334 y un
10% de shinorine. Después de los 7 dias de cultivo la proporcion de shinorine fue ligeramente
superior en 1000 pM que en ausencia del inhibidor y la de porphyra-334 fue ligeramente

inferior, aproximadamente un 2% en ambos casos (p<0.05).
Relacion MAAs-ficobiliproteinas (MAAS/FB):

Se produjo una caida significativa respecto al valor inicial en la relacion MAAs/FB después
de 7 dias de cultivo en 1000 pM de glifosato (p<0.05) (figura 1.18).

16

4 A _|_ -|-

1.2

1
0.8 A
0.6 -

MAAs/FB

0.4 -
0.2

0 T T
Inicial 0O uM 500 uM 1000 uM

Figura 1.18. Relacion MAAs/FB al inicio y tras 7 dias de cultivo en 3 concentraciones de
glifosato (0, 500 y 1000 uM) en P. umbilicalis.
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1.6.4. Discusion:

Los aminodcidos mayoritarios en P. umbilicalis, coincidieron con aquellos encontrados
también mayoritariamente en Laminaria japonica, glutamato+glutamina (Glu+GIn) y alanina
(Oishi y Kunisaki, 1970; Mizuta et al., 1994), aunque dichos autores no identificaron grandes
cantidades de taurina, pero tampoco se indicé si este aminodcido se detectaba con la técnica
empleada por los mismos, ya que Unicamente se reflejaba en una tabla los 8 aminoacidos
mayoritarios. En P. umbilicalis (posteriormente descrita como P. leucosticta), también se
encontraron grandes cantidades de Glu+GIn y de alanina, aungue al contrario que en este
capitulo y al igual que en L. japonica, el contenido del segundo era inferior que el de los
primeros. El contenido de taurina era pequefio y muy proximo a los demas aminoécidos
identificados, sin embargo, encontraron grandes cantidades de cisteina sin hallar explicacion
para ello (Hernandez et al., 1993a). No se encontrd ninguna explicacion a las grandes
cantidades de taurina (aminoacido no proteico) encontradas en P. umbilicalis. Aunque también
fue uno de los aminoécidos méas abundantes en Platymonas subcordiformis (Qafaiti y Stephens,
1989).

El glifosato a concentraciones de 1500 pM provocaba la muerte de los talos de P.
umbilicalis, los talos se decoloraban y posteriormente se desintegraban en un par de dias de
cultivo. Una concentracion de 500 uM de glifosato no afectaba a nivel fotosintético, ni al
contenido pigmentario y tampoco a la acumulacion de proteinas solubles, amino&cidos ni
MAAs. Por lo tanto, se sugiere que esta concentracion estaria por debajo de la dosis efectiva de
glifosato para P. umbilicalis. Sin embargo, una concentracion de 1000 pM, si bien no llega a ser
letal para esta especie, si le afecta, sobre todo a nivel fotosintético. La actividad fotosintética
caia bruscamente y al no haber un aporte energético suficiente para mantener el metabolismo
basal de los talos, parece ser que se podrian estar catabolizando los aminoacidos libres (también
los MAAs) para mantener dicho metabolismo basal durante el cultivo a esa concentracién de
glifosato. Todo ello, a pesar de que se suplementd el medio con cloruro aménico, para evitar un
deficit de este nutriente. Ademas se empleaba parte de la energia en la acumulacion de una
mayor cantidad de ficoeritrina, quiza con el fin de captar méas fotones y asi intentar compensar
la caida en la actividad fotosintética, aunque finalmente no se consigue. Hay autores que han
descrito que los talos de P. leucosticta con mas ficobiliproteinas se veian mas afectados por la
RUV debido a que la absorcion de esta banda era también superior que con un contenido menor

de estos pigmentos (Aguilera et al., 1999a).

Debido a que no se observo una caida selectiva de los aminoacidos aromaticos y MAAS en
presencia de glifosato, ambos sintetizados a partir de la ruta del acido chiquimico. Se concluye

que probablemente el efecto de este herbicida en la disminucion de MAAS, no seria la causa de
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una inhibicion especifica del glifosato hacia alguna de las enzimas de la ruta del &cido
chiquimico, sino quiza por la inhibicion de la actividad y/o sintesis de alguna otra enzima

relacionada con otro proceso bioquimico, muy probablemente a nivel fotosintético.

Portwich (2000) observd que en presencia de glifosato se reducia un 30% el contenido de
MAAs en Chlorogloeopsis PCC 6912 bajo RUV pero no observo reduccion de la concentracion
de MAAs en estrés salino. Concluyé que la presencia de la RUV cuando se realizan
experimentos con inhibidores podria enmascarar los verdaderos resultados de la inhibicion. En
el trabajo de Shick y colaboradores (1999) en el que también estudiaron el efecto del glifosato
en la sintesis de MAAs en el coral S. pistillata, no se hizo referencia al estado metabolico y
funcional del mismo. En la cianobacteria Nostoc commune se describié que no sélo el glifosato
hacia disminuir el contenido de MAAs, sino que también otros inhibidores de la fotosintesis
(DCMU) y de la sintesis de proteinas (cloranfenicol), hacian disminuir el contenido interno de

MAASs en similar magnitud siempre en presencia de la RUV (Sinha et al., 2003).

Se concluye que el empleo del inhibidor glifosato en P. umbilicalis ho nos proporciona
evidencias fiables de que los MAAS se sintetizan a partir de uno de los intermediarios de la ruta
del &cido chiquimico en este alga, habria que recurrir a otra técnica como la incorporacion de
marcadores radiactivos, para verificar esta hipdtesis que ya ha sido demostrada en otros

organismos marinos.
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Distribucion taxondémica, espacial (latitudinal y batimétrica) vy
temporal (escala diaria y estacional) de los MAAs en macroalgas

marinas.






Capitulo 11

I1.1. Lugares de muestreo. Zonacion.

Se describen a continuacion los lugares en los que se recolectaron ejemplares de mas de

cinco especies de macroalgas marinas a las que se analizo el contenido interno de MAA:s.
I1.1.1. Isla de las Palomas, Tarifa (Cadiz, Espafia).

Situada en el Estrecho de Gibraltar. La construccion de un istmo artificial permitié que lo
que era antes una isla se comunique actualmente con el pueblo de Tarifa. Las coordenadas
geograficas de este punto son 36°N 5°38'0. La franja litoral de la isla la constituye una
plataforma rocosa con cubetas de profundidad variable (entre 20-200 cm) que quedan
totalmente al descubierto en marea baja, esta plataforma puede tener un ancho de hasta 10
metros. El estrecho de Gibraltar se caracteriza por ser una zona de fuertes vientos y corrientes
oceénicas, cuya temperatura del agua del mar oscila entre unos 21°C en agosto y unos 14°C en

febrero, siendo su salinidad media de 36.5%o.

El punto exacto de muestreo se localiz6 en la parte Sur de la isla, justo frente al faro, en la
plataforma de esta franja sur cabe distinguir varias regiones a simple vista segun la exposicion y

altura de las olas, caracterizadas cada una de ellas por un grupo de macroalgas marinas.

En un transecto horizontal desde la zona méas expuesta al oleaje hacia el faro se encuentran
en primer lugar poblaciones de algas rojas de pequefio porte formando manchas de caracter
cespitoso en una zona fundamentalmente horizontal, entre ellas principalmente Gelidium
pusillum y Laurencia pinnatifida aunque también aparece Gelidium latifolium; bajo estas
especies se pueden encontrar, formando un subestrato, algunas algas verdes y algunas especies
del género Ceramium como epifitos de las mismas. En esta misma zona de exposicion pero en
zonas de grietas se encuentran especies del género Gelidium (G. sesquipedale y G. latifolium).
Y en cubetas intermareales se encuentran ejemplares de las especies Pterocladia capillacea,
Ceramium rubrum, Bryopsis plumosa, y Ulva sp. Siguiendo el transecto horizontal, hay rocas
emergidas de hasta 60 cm de altura donde se encuentra la especie Fucus spiralis. A
continuacion, una serie de cubetas generalmente poco profundas cuyas paredes estan tapizadas
principalmente por dos especies Ulva sp. y Corallina elongata, aunque también en esta zona se
encuentran algunos ejemplares de Enteromorpha spp., Jania rubens, Cystoseira compressa y
Valonia utricularis. En la parte del transecto mas cercana al faro de la isla hay dos tipos de
cubetas, ambas poco renovadas, con macroalgas caracteristicas, unas de ellas con alta insolacion
y otras protegidas por unas rocas emergidas, las primeras de ellas estdn colonizadas por dos
especies que se alternan en funcion de la estacion del afio, son Chaetomorpha sp. (en otofio e

invierno) y Cladophora spp. (en primavera y verano), en las segundas se encuentran ejemplares
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de Laurencia papillosa, Dictyota dichotoma, Dictyopteris membranaceae, Gracilaria foliifera y

tapizando el fondo Corallina elongata y Jania rubens escasamente pigmentadas.
I1.1.2. Cabo de Gata-Nijar (Almeria, Espafia) 36°51’N 2°6°O.

Parque Natural del sureste andaluz. En la playa “El playazo” se recolectaron del intermareal
rocoso ejemplares de las especies Laurencia obtusa, Corallina elongata, Jania rubens,
Chondracanthus sp., Peyssonnelia sp., Plocamium cartilagineum y Pterocladia capillacea.
Estas habitaban con otras especies fotofilas como Cystoseira tamariscifolia, Cystoseira
compresa, Dictyota dichotoma. Ademas de las praderas de la angiosperma marina Posidonia

oceanica.
I1.1.3. Las Palmas de Gran Canaria y Arucas (Gran Canaria, Espafia) 27°56’N 15°23’0.

En las playas del norte de la Isla de Gran Canaria, concretamente en las playas de Las
Canteras (Las Palmas de Gran Canaria) y Bafiaderos (Arucas) se recolectaron ejemplares de las
especies de algas rojas: Asparagopsis taxiformis, Corallina elongata, Feldmannophycus
rayssiae, Gelidium arbuscula, Gelidium canariense, Gelidium latifolium, Gracilaria sp.,
Grateloupia dichotoma, Jania rubens, Laurencia sp., Pterocladia capillacea. Entre las algas
pardas se recolectd: Dictyopteris membranacea, Dictyota dichotoma, Halopteris scoparia,
Lobophora variegata; y entre las algas verdes: Caulerpa sp., Cymopolia barbata, Dasycladus

vermicularis y Enteromorpha sp.
11.1.4. Albufeira (Algarve, Portugal) 36°59’N 8°0.

Localidad del sur de Portugal en cuya franja intermareal dominan ejemplares de Corallina
sp., Jania rubens, Plocamium cartilagineum, Caulacanthus sp., Gelidium sp., Gelidiella sp. y
Asparagopsis sp., entre otras especies. En las zonas mas expuestas también se pueden encontrar
ejemplares de Corallina sp., que junto con otras algas rojas incrustantes (como Litophyllum sp.)

forman una banda rosada en la zona més baja de la orilla.
11.1.5. Isla de Chiloé (Chile).

En el Océano Pacifico hacia el sur de Chile y prdxima a su costa se sitda la isla de Chiloé
(41°S 73’0). Se muestred en esta isla en el mes de noviembre de 1999. El rango de marea
durante el periodo de estudio fue de 1.7 m (entre 0.6-2.3 m). Las macroalgas se recolectaron de
la plataforma rocosa en la zona intermareal. La zona supralitoral estaba caracterizada por la
presencia de ejemplares de Porphyra columbina, inmersas Unicamente en los periodos de
mareas muy altas. Entre las macroalgas rojas que dominaban en la zona mediolitoral se

encuentra Mazzaella laminarioides, también se podian encontrar ejemplares de Gelidium
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lingulatum en las pozas que estaban en la sombra y entre las grietas de rocas. En el mediolitoral
inferior se podian encontrar en los bordes de grietas profundas ejemplares de Sarcothalia
crispata. La zona mas profunda de la plataforma rocosa estaba colonizada por un grupo
heterogéneo de algas, entre las que se encontraban Ahnfeltiopsis durvillaei, Callophyllis
variegata, Dendrymenia skottsbergii, Grateloupia doryphora, Gymnogongrus furcellatus,
Laingia hookerii y un complejo de especies de la familia Ceramiaceae (p.e. Ceramium sp.).
También se encontraron algunos ejemplares de la especie Gracilaria chilensis a pesar de que

esta especie es caracteristica de fondos suaves.
11.1.6. Camarones (Argentina) 44°33’S 65°22’0O.

Localidad de Argentina con similares caracteristicas a la playa de Barrancas Blancas en
Playa Union (descrita en el apartado M.2.3). Se recolectaron ejemplares de las especies de algas
rojas: Porphyra columbina, Antithamnion simile, Callithamnion gaudichaudii, Ceramium
nodulosum, Ceramium strictum, Heterosiphonia merenia, Myriogramme multinervis, M.
smithii, Polysiphonia sp., Corallina officinalis, Jania rubens, Nothogenia fastigiata y

Lomentaria clavellosa.
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Figura I1.1.1. Esquema general de la zonacion de una franja litoral.
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Figura 11.1.2. Localizacién geografica de algunos de los lugares de recoleccion (puntos blancos)

de las macroalgas marinas analizadas (mapa mundi tomado de Internet).

11.2. Dosis anuales de radiacion (PAR, UVA y UVB): Recogidas en la tabla 11.2.1.

Tabla 11.2.1. Dosis anuales de radiacién en MJ-m?, datos extraidos de Lebert y colaboradores
(2002); excepto para los datos del Sur de América (Playa Union) obtenidos por comunicacion
personal con Walter Helbling. Todas las medidas de radiacién tomadas con el radiémetro

ELDONET.
PAR (MJm?) | UVA (MIm?) | UVB (MJm?)

Sur de América (43° S) 2439 339 7.6

Islas Canarias (27° N) 2250 410 3.6
Andalucia (36° N) 2000 320 2.4
Centro de Europa (45° N) 1250 180 15
Norte de Europa (54° N) 1000 135 13
Norte de Europa (63° N) 1000 135 0.8

Las mayores dosis anuales de radiacion solar se observaron en la latitud austral. Se dispone
ademas de las dosis anuales para Valdivia (39°48’S, Chile) que fueron de 2802 MJ-m™ para
PAR (400-700 nm), y de 313 MJ-m? y 14.6 MJ-m™ para UVA (320-400 nm) y UVB (290-320
nm), respectivamente (datos de la Prof. Charlotte Lovengreen). Estos datos fueron recogidos por
el espectrorradiometro SUV-100 (Biospherical Instruments Inc., San Diego, California,
EE.UU.) que recogia en continuo las medidas de la banda PAR, y por el radiometro multicanal
GUV-511 (Biospherical Instruments Inc., San Diego, California, EE.UU.) que tomaba las
medidas en la banda de RUV cada 15 minutos mediante 4 canales centrados en 305, 320, 340 y
380 nm. Las dosis de radiacion para las latitudes del hemisferio norte disminuyen a medida que
nos aproximamos al polo. A partir de los 50° N las dosis anuales de radiacion se mantienen

aproximadamente invariantes.
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Capitulo 11

11.4. Estacionalidad en la acumulacion de MAAs en Bangia atropurpurea, Porphyra

leucosticta, Caulacanthus sp., Corallina sp. y Gelidium pusillum.

I1.4.1. Especies recolectadas en Lagos (Mélaga): Bangia atropurpurea, Porphyra leucosticta,

Caulacanthus sp. y Corallina sp.

A lo largo de los meses de noviembre de 2000 a abril de 2001 se tomaron muestras
mensualmente de estas especies para estudiar la variacion en el contenido y tipos de MAAs. Las
muestras se tomaron en la localidad de Lagos (Malaga) a las horas centrales del dia y el tercer

viernes del mes correspondiente.

11.4.1.1.Medidas de radiacién con el radidmetro ELDONET:

Las dosis diarias medias para cada uno de los meses del periodo de estudio, tanto de
radiacion PAR, como UVA y UVB, se reflejan en la tabla 11.4.1. También se muestra en la tabla
la equivalencia de las dosis de radiacion con DBE para el dafio en ADN (Setlow, 1974) y para la
inhibicién de la fotosintesis en cloroplastos aislados (Jones y Kok, 1966). Se han calculado las
relaciones entre las dosis de UVB/UVA, UVA/PAR y UVB/PAR (figura 11.4.1). En la figura

11.4.2 se representa la variacion diaria de la irradiancia en un dia del mes de marzo.

Tabla 11.4.1. Dosis medias diarias de PAR, UVA y UVB; y DBE para dafio en ADN (Setlow,
1974) e inhibicion de la fotosintesis en cloroplastos aislados (Jones y Kok, 1966). Todas

expresadas en KJ-m™.

PAR UVA UVvB DBE Setlow DBE Jones y Kok

(KIm?) (KIm? (KIm? (KJm?) (KJm?)
Nov-00  4597.3  416.0 7.6 0.8 102.7
Dic-00 32395  287.4 45 0.6 70.7
Ene-01 25246  233.1 4.2 0.5 57.5
Feb-01 22230  264.0 6.0 0.5 65.4
Mar-01 47488  553.9 15.0 1.1 137.9
Abr-01  10027.1 10145 27.1 2.0 252.5
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Figura 11.4.1. Relacién entre las dosis de UVB/UVA (x10), UVA/PAR y UVB/PAR para el
periodo de estudio entre los meses de noviembre de 2000 y abril de 2001.
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Figura 11.4.2. Medidas del radiometro ELDONET de las bandas PAR, UVA y UVB (x10) el dia
27 de marzo de 2001.

11.4.1.2. Contenido total de MAAs:

Las mayores concentraciones de MAAs se observaron en las dos especies pertenecientes al
orden Bangiales (B. atropurpurea y P. leucosticta), en estos casos el contenido interno de estos
aminoacidos estuvo en torno a 6.4 mg-g'PS. Las concentraciones menores de MAAs se
encontraron en Corallina sp., en torno a 0.6 mg-g™PS (figura 11.4.3). En general, se encontraron

menores concentraciones de MAAs asociadas al mes de marzo.

En el mes de abril no se encontraron ejemplares de la fase gametofitica de la especie B.
atropurpurea, el contenido de MAAs en los deméas meses de muestreo no varid

significativamente (p>0.05). La concentracion total rondo los 6.1 mg-g™PS. Aungue se observo
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una caida significativa de la concentracion en el mes de marzo respecto al mes de febrero
(p<0.05) (figura 11.4.3).

En la especie P. leucosticta la concentracion de MAAs fue significativamente inferior en el
mes de marzo que en los meses de noviembre, diciembre, enero y febrero (p<0.05). La

concentracion total estuvo en torno a 6.7 mg-g™PS (figura 11.4.3).

La concentracion de MAAs en Caulacanthus sp. en el mes de marzo de 2001 fue
significativamente inferior que en el resto de los meses. Ademas en diciembre de 2000 y en
abril de 2001 la concentracion interna fue superior que en los demas meses de muestreo

(p<0.05). La concentracion total estuvo en torno a 1.7 mg-g™PS (figura 11.4.3).

En la especie Corallina sp. no se detectaron diferencias significativas entre los meses de

muestreo en el contenido total de MAASs que estuvo en torno a 0.6 mg-g™*PS (figura 11.4.3).

[OBangia sp. WPorphyra leucosticta [JCaulacanthus sp. @ Corallina sp.

Afio 2000/2001

MAAs (mg-g*PS)
o = N w N (6] ()] ~ o'} o

Noviembre  Diciembre Enero Febrero Marzo Abril

Figura 11.4.3. Concentracion interna de MAAs en las especies de algas rojas Bangia
atropurpurea, Porphyra leucosticta, Caulacanthus sp. y Corallina sp. recolectadas en Lagos
(Malaga) entre noviembre de 2000 y abril de 2001.

11.4.1.3. Tipos de MAAS:

La especie B. atropurpurea se caracterizd por poseer una elevada proporcién de porphyra-
334, acompariada de shinorine, palythine y asterina-330 en unos porcentajes muy inferiores. La
proporcién relativa de shinorine fue significativamente inferior en febrero y en marzo. La
proporcién de porphyra-334 fue significativamente inferior en los meses de diciembre y marzo,
y fue significativamente superior en febrero (p<0.05). La proporcion relativa de palythine no
vario significativamente entre los meses de muestreo (p>0.05). La proporcion de asterina-330

en B. atropurpurea fue significativamente inferior en noviembre de 2000 y significativamente
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superior en los meses de diciembre y marzo respecto a los meses de enero y febrero (p<0.05)
(figura 11.4.4.A).

Si se asigna el valor de 1 al mes en el que cada MAA estaba presente mayoritariamente, y se
calculan las proporciones relativas a este valor para los demés meses de muestreo, en B.
atropurpurea se observo una caida de shinorine en el mes de enero y sobre todo febrero,
recuperandose en marzo. La proporcion relativa de porphyra-334 no present6 grandes cambios a

lo largo del periodo. Los mayores valores para palythine y asterina-330 se observaron en los
meses de diciembre y marzo (figura 11.4.4.B).

120%
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Figura I1.4.4. (A) Porcentaje respecto al total y (B) proporcion relativa de los tipos de MAAs,
asignandole el valor de 1 al mes en el que el MAA estaba presente mayoritariamente, a lo largo
de los meses de muestreo en Bangia atropurpurea.

La especie P. leucosticta se caracteriz6 por tener una composicion de MAAs muy similar a
B. atropurpurea, una gran cantidad de porphyra-334 y en menor porcentaje estaba presente
shinorine, palythine y asterina-330. La proporcién relativa de shinorine fue significativamente

inferior en el mes de abril de 2001 y significativamente superior en el mes de marzo de 2001.

100



Capitulo 11

Ademaés la proporcidon de shinorine fue superior significativamente en el mes de noviembre de
2000 que en el de diciembre. La proporcion relativa de porphyra-334 en esta especie fue
significativamente inferior en el mes de marzo de 2001 y significativamente superior en los
meses de enero y abril de 2001 (p<0.05). La proporcién relativa de palythine fue inferior en
enero de 2001 y superior en diciembre de 2000 (p<0.05). La proporcion relativa de asterina-330
fue inferior significativamente en los meses de noviembre de 2000, enero y febrero de 2001, y

significativamente superior en marzo (p<0.05) (figura 11.4.5.A).

Se observa en la figura 11.4.5.B se extrae que en P. leucosticta la caida de shinorine se
produjo en el mes de diciembre y fue de menor magnitud que en B. atropurpurea, fluctuando
desde diciembre hasta final del periodo de estudio. La proporcion relativa de porphyra-334
tampoco presentd grandes variaciones a lo largo del periodo, aunque en ambas especies se

produjeron caidas en marzo, coincidiendo con las menores concentraciones internas de MAAs.
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Figura I11.4.5. (A) Porcentaje respecto al total y (B) proporcion relativa de los tipos de MAAs,
asignandole el valor de 1 al mes en el que el MAA estaba presente mayoritariamente, a lo largo

de los meses de muestreo en Porphyra leucosticta.
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La especie Caulacanthus sp. se caracteriz6 por poseer como MAAs mayoritarios, shinorine
y palythine, aunque también se detecté la presencia de porphyra-334, y una pequefia cantidad de
asterina-330. La proporcidn de shinorine fue inferior significativamente en el mes de marzo y en
enero fue significativamente superior. En diciembre la proporcién de shinorine fue superior que
en los meses de noviembre y febrero (p<0.05). En esta misma especie la proporcion de
porphyra-334 fue superior significativamente en el mes de noviembre de 2000 que en enero,
febrero, marzo y abril de 2001 (p<0.05). Y la proporcion de palythine fue superior en marzo que
en los deméas meses de muestreo, ademas, en los meses de diciembre y enero dicha proporcion

fue inferior significativamente que en el resto de los meses (p<0.05) (figura 11.4.6.A).

Se observa en la figura 11.4.6.B que porphyra-334 en Caulacanthus sp. cayé a lo largo de
los meses de estudio. Mientras shinorine iba aumentando su proporcion hasta el mes de febrero

momento en el que empezd a decrecer, recuperandose de nuevo en abril.
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Figura 11.4.6. (A) Porcentaje respecto al total de los tipos mayoritarios de MAAs (shinorine,
porphyra-334 y palythine) y (B) proporcidn relativa de los tipos de MAAs, asignandole el valor
de 1 al mes en el que el MAA estaba presente mayoritariamente, a lo largo de los meses de
muestreo en Caulacanthus sp.
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La especie Corallina sp. poseia como MAA mayoritario shinorine, seguido de palythine y
por ultimo se observd una pequefia cantidad de asterina-330. La proporcion relativa de shinorine
fue inferior significativamente en el mes de diciembre de 2000 y en abril de 2001 fue
significativamente superior (p<0.05). La proporcion relativa de palythine fue significativamente
inferior en abril de 2001, y en los meses de enero y febrero de 2001 fue significativamente
superior. Por dltimo, la proporcion relativa de asterina-330 en Corallina sp. fue

significativamente superior en el mes de diciembre de 2000 (p<0.05) (figura 11.4.7.A).

Se observa en la figura 11.4.7.B que en Corallina sp. el comportamiento de los MAAs difirio
respecto a las especies anteriores, la proporcion relativa de palythine y asterina-330 vari6
siguiendo una curva normal con su maximo desviado hacia la izquierda, concretamente se situd
en el mes de diciembre para asterina-330 y en el mes de enero para palythine. La proporcion de
shinorine no varié en gran medida, pero si estuvo presente mayoritariamente en abril,
coincidiendo con los minimos en los otros dos MAAs. En el mes de enero asterina-330 decrecio

a expensas de un incremento en la proporcion de palythine y la de shinorine (figura 11.4.7.B).
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Figura 11.4.7. (A) Porcentaje respecto al total y (B) proporcion relativa de los tipos de MAAs,
asignandole el valor de 1 al mes en el que el MAA estaba presente mayoritariamente, a lo largo

de los meses de muestreo en Corallina sp.
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11.4.1.4. Correlacion entre MAASs vy dosis de radiacion:

Tabla 11.4.2. Coeficientes de correlacion de Pearson correspondientes al andlisis de correlacion
entre la concentracion y tipo de MAAs en B. atropurpurea y las dosis medias mensuales

recibidas (n=14). ** Correlacion significativa p<0.01. * Correlacion significativa p<0.05.

PAR UVA UvB MAAs SH PR PNE
MAAs | -0.594* | -0.609* | -0.553*
SH -0.075 -0.416 | -0.624* | 0.194
PR -0.235 -0.230 -0.220 0.046 | -0.352
PNE 0.589* 0.513 0.376 -0.330 | 0.162 | -0.423
AS 0.865** | 0.774** | 0.671* | -0.620* | -0.077 | -0.648* | 0.454

Tabla 11.4.3. Coeficientes de correlacion de Pearson correspondientes al andlisis de correlacion
entre la concentracion y tipo de MAAs en P. leucosticta y las dosis medias mensuales recibidas

(n=15). ** Correlacion significativa p<0.01. * Correlacion significativa p<0.05.

PAR | UVA | UVB MAAs SH PR PNE
MAAs | -0.268 | -0.368 | -0.441
SH -0.476 | -0.428 | -0.403 -0.155
PR 0.311 | 0.263 | 0.247 0.528* -0.602*
PNE 0.072 | 0.069 | 0.051 -0.329 -0.283 -0.575*
AS 0.074 | 0.112 | 0.131 | -0.698** | -0.053 | -0.736** | 0.857**

Tabla 11.4.4. Coeficientes de correlacion de Pearson correspondientes al analisis de correlacion
entre la concentracion y tipo de MAAs en Caulacanthus sp. y las dosis medias mensuales

recibidas (n=17). ** Correlacion significativa p<0.01. * Correlacion significativa p<0.05.

PAR UVA UVvB MAAs SH PR
MAAs 0.294 0.244 0.193
SH -0.152 -0.243 -0.285 0.220
PR -0.057 -0.156 -0.264 0.169 -0.006
PNE 0.180 0.302 0.381 -0.247 -0.926** | -0.371

Tabla 11.4.5. Coeficientes de correlacion de Pearson correspondientes al analisis de correlacion
entre la concentracién y tipo de MAAs en Corallina sp. y las dosis medias mensuales recibidas

(n=17). ** Correlacion significativa p<0.01. * Correlacion significativa p<0.05.

PAR UVA UVvB MAAs SH PNE
MAAs -0.567* -0.555* -0.529*
SH 0.638** | 0.685** | 0.708** -0.300
PNE -0.744** | -0.752** | -0.733** | 0.752** | -0.629**
AS -0.513* -0.580* | -0.629** 0.164 -0.955** | 0.473*
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El contenido total de MAAs en B. atropurpurea y en Corallina sp. se correlacion6 de forma
negativa con las dosis de radiacion solar recibidas. En la primera de las especies se determind
ademas, una correlacion positiva entre la dosis y el contenido de asterina-330 y palythine, sin
embargo, el contenido de shinorine se relacion6 de forma contraria a la dosis de radiacion UVB
(tabla 4.1.2). Lo contrario ocurria en Corallina sp (tabla 11.4.5). En las dos especies del orden
Bangiales existié una correlacion negativa entre el contenido total de MAAs y el porcentaje que
representaba asterina-330. Y en Corallina sp., especie en la que no se observaron diferencias en
la concentracion total de MAAs a lo largo del periodo de estudio, la correlacién entre MAAs y
palythine fue positiva. También fue positiva la correlacion del contenido total de MAAs con el

porcentaje de porphyra-334 en la especie P. leucosticta (tabla 11.4.3).

El grado de asociacion entre los MAAs se caracterizo, en general, por la existencia de una
correlacion positiva entre el contenido de asterina-330 y palythine, sin embargo, la correlacion
entre el MAA mayoritario para cada especie (ya sea shinorine o porphyra-334) con los
anteriores MAAs (palythine y asterina-330) fue negativa. Y en el orden Bangiales se determind

una correlacion negativa entre el contenido de shinorine y porphyra-334 (tablas 11.4.2, 3, 4, 5).

11.4.2. Estacionalidad en la acumulacion de MAAs en Gelidium pusillum recolectado en Tarifa
(Cadiz).

[1.4.2.1. Medidas de radiacion con el radiometro ELDONET (tabla 11.4.6):

Tabla 11.4.6. Dosis medias diarias de PAR, UVA y UVB; y DBE para dafio en ADN (Setlow,
1974) e inhibicion de la fotosintesis en cloroplastos aislados (Jones y Kok, 1966). Todas

expresadas en KJ-m.

PAR UVA UVB Setlow Jonesy Kok

may-00 8935 8719 247 1.8 217.3
oct-00 6059 5718 131 1.2 141.8
dic-00 3239 287.4 45 0.6 70.8
mar-01 4749 553.9 15 11 137.9
jun-01 12297 1194 347 2.4 297.8
oct-01 5826 557  13.8 11 138.4
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11.4.2.2. Contenido total de MAASs:

MAAs (mg-gPS)
D

may-00  oct-00 dic-00 mar-01 jun-01 oct-01
Figura 11.4.8. Concentracion total de MAAs en ejemplares de Gelidium pusillum recolectados en

Isla de las Palomas (Tarifa) entre los meses de mayo de 2000 y octubre de 2001.

La concentracion total de MAAs en Gelidium pusillum fue significativamente inferior en
junio que en octubre de 2001 (p<0.05). En los demas meses de muestreo no se detectaron

diferencias significativas en el contenido total de MAAs (p>0.05) (figura 11.4.8).

11.4.2.3. Tipos de MAAS:

La especie G. pusillum se caracterizd por poseer un gran porcentaje de shinorine, seguido de
palythine, y por ultimo, se detectaron pequefias cantidades de porphyra-334 y asterina-330. El
porcentaje de shinorine fue significativamente inferior en junio de 2001, seguido de octubre de
2000, ademas en este ultimo mes de muestreo la proporcion relativa fue inferior
significativamente al resto de meses de muestreo. El porcentaje de porphyra-334 en el mes de
marzo de 2001 fue inferior significativamente que en los meses de mayo y octubre de 2000. El
porcentaje de palythine fue inferior significativamente en octubre de 2001, y superior en junio
de 2001. Ademas la proporcion de palythine fue significativamente inferior en mayo de 2000
gue en los meses de octubre de 2000 y marzo de 2001. Por altimo, el porcentaje de asterina-330
en G. pusillum fue superior significativamente en junio de 2001 e inferior en los meses de mayo
de 2000, marzo y octubre de 2001, todo ello respecto al mes de octubre de 2000 (p<0.05)
(figura 11.4.9.A).

Se observa en la figura 11.4.9.B que la menor concentracion de MAAs en el mes de junio de
2001 en G. pusillum coincidi6é con una mayor proporcion relativa de palythine y asterina-330.
En octubre de 2000 todos los MAAs presentaron una proporcion relativa muy proxima al

maximo del periodo de estudio, excepto shinorine, que junto con los talos recolectados en junio
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de 2001, presentaron una proporcion relativa inferior que en el resto de los casos. Estos menores
porcentajes de shinorine respecto al total de MAAs coincidieron, en ambos casos, con las

mayores proporciones relativas de palythine y asterina-330 (figura 11.4.9.B).

120%
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Figura 11.4.9. (A) Porcentaje respecto al total y (B) proporcion relativa de los tipos de MAAs,
asignandole el valor de 1 al mes en el que el MAA estaba presente mayoritariamente, a lo largo
de los meses de muestreo en Gelidium pusillum.
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11.4.2.4. Correlacion entre MAAS vy dosis de radiacion:

Tabla 11.4.7. Coeficientes de correlacion de Pearson correspondientes al andlisis de correlacion

entre la concentracion y tipo de MAAs en Gelidium pusillum y las dosis medias mensuales

recibidas (n=15). ** Correlacion significativa p<0.01. * Correlacion significativa p<0.05.

PAR UVA UvB MAAs SH PR PNE
MAAs -0.514* |  -0.532* | -0.522*
SH -0.730** | -0.716** | -0.688** |  0.480
PR 0.404 0.341 0.294 | -0.244 -0.181
PNE 0.690** | 0.683** | 0.658** | -0.466 | -0.996** | 0.095
AS 0.789** | 0.768** | 0.737**| -0.478| -0.990** | 0.242 | 0.976**

El contenido total de MAAs en G. pusillum se correlacion6 de forma negativa con las dosis
de radiacion solar recibidas. Se determin6 ademas, una correlacion positiva entre la dosis y el
contenido de asterina-330 y palythine, sin embargo, el contenido de shinorine se relacioné de

forma contraria a la dosis de radiacion (tabla 11.4.7).

El grado de asociacion entre los MAAS se caracterizd por la existencia de una correlacion
positiva entre el contenido de asterina-330 y palythine, sin embargo, la correlacién entre el
MAA mayoritario, shinorine, con los anteriores MAAs (palythine y asterina-330) fue negativa
(tabla 11.4.7).
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11.5. Discusion.

Existen estudios previos en los que se sugirié que la acumulacién de MAAs era dependiente
tanto de la dosis como de la longitud de onda (Karsten et al., 1998b; Franklin et al., 2001). Por
lo tanto, se deduce que el contenido interno de MAAs depende también de la latitud de
recoleccion de las especies. La localizacion en la columna de agua también influia en la
acumulacién de MAAs, de manera que se encontraban mayores concentraciones de MAAs en
especies que habitaban en el intermareal que en el submareal, donde la radiacion solar es
inferior (Karsten et al., 1998b; Karsten y Wiencke, 1999; Hoyer et al., 2001). A partir de estos
antecedentes, se analizaron el contenido y composicion de MAAs de diferentes especies de
macroalgas marinas, recolectadas en distintos lugares geograficos y en distintas épocas del afio;
con el fin de determinar si existia un patron taxonémico en la acumulacion de MAAs, o bien, si
se encontraba una correlacion positiva entre el contenido interno de MAAs con la cantidad de

radiacion solar recibida.

En el siguiente diagrama (figura 11.5.1) se recogen los 6rdenes de algas rojas citados en el
capitulo, ordenados en funcion de las relaciones filogenéticas entre los mismos segun la teoria

cladista.

-Ceramiales

-Rhodymeniales

-Gigartinales (incluye Gracilariales y Plocamiales)
-Bonnemaisonales

-Nemaliales

Gelidiales
Corallinales
Palmariales

-Bangiales

Mas primitivas

Figura 11.5.1. Relaciones filogenéticas entre los ordenes de algas rojas. La distancia en la
horizontal indica tiempo. Figura extraida del cladograma de Garbary y Gabrielson (1990),

modificado a su vez de Grabielson y colaboradores (1985).
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11.5.1. Contenido de MAAs en distintos grupos taxonémicos, latitudes y zonacion.

11.5.1.1. Orden Bangiales:

Las especies pertenecientes a este grupo fueron las que presentaron mayores
concentraciones de MAAs de todas las especies analizadas. Dentro del grupo, P. columbina se
caracterizO por una concentracion de MAAs inferior al resto, seguida de P. leucosticta y P.
purpurea. Estas dltimas con una concentracion similar a B. atropurpurea, Las de mayor
concentracion fueron P. yezoensis y P. umbilicalis. Los ejemplares del hemisferio norte fueron
se recolectaron en otofio, y aquellos pertenecientes al hemisferio sur en primavera, excepto P.
purpurea que se recolecté en verano. No se observo una correlacion positiva entre la dosis de
radiacion recibida en el lugar de recoleccién y el contenido interno en MAAS, puesto que los
ejemplares de P. columbina estuvieron expuestos a mayores dosis (segun los datos mostrados en
la tabla 11.2.1) y presentaron las menores concentraciones de MAAs y los ejemplares de P.
umbilicalis que recibieron menores dosis de radiacion presentaron una concentracion superior
de MAAs. Aunque se observd que las especies P. leucosticta y P. purpurea, con similar
contenido interno de MAASs, recibieron también similares dosis de radiacion, puesto que la dosis
mensual de agosto en Noruega puede asimilarse a aquella recibida en otofio en Malaga (Hader
et al., 2001), ya que a pesar de que la irradiancia es mayor en las latitudes méas bajas, el nimero
de horas de luz es menor (Lebert et al., 2002). Pero ademas se observé que ejemplares de P.
columbina mas expuestos a la radiacion solar (tipo sol) presentaron una concentracion de MAAS
significativamente inferior que aquellos ejemplares menos expuestos (tipo sombra), que vivian
en zonas de mayor profundidad y sombreadas. Al contrario de las conclusiones que se extraen
de la literatura, donde se relaciona una mayor dosis de radiacion solar recibida con una mayor
concentracion interna de MAAs (Karsten et al., 1998b). Ademas los ejemplares de tipo sol se
caracterizaron por poseer una menor proporcion de porphyra-334, relativa a la concentracion
total de MAAs, y unas proporciones relativas para shinorine y palythine mayores que en los
ejemplares de sombra. En el estudio de P. columbina recolectada en Chile durante el verano
austral, se observo una mayor concentracion de MAAs cuando habitaban zonas de sol, aunque
las diferencias respecto a los ejemplares de zona de sombra sélo eran significativas por la tarde
(Huovinen et al., en revision), en cualquier caso, siempre fueron superiores las concentraciones
de MAAs que en los ejemplares de P. columbina analizados en este trabajo. Ademas
determinaron que P. columbina de tipo sol poseia un mayor porcentaje de asterina-330 y
palythinol que los ejemplares adaptados a vivir en zonas mas sombreadas (Huovinen et al., en

revision).

Se puede encontrar en la literatura mas referencias al orden Bangiales, en general, se apunta

a que es el grupo en el que se encuentran las mayores concentraciones de MAAs. Sin embargo,
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ejemplares de P. umbilicalis recolectados en la Isla de Appledore (Maine, Australia, 42°59°N),
aun habitando en una zona templada y siendo recolectados en el mes de junio, presentaron un
contenido total de MAAs (expresado como nmol-mg™proteinas) inferior a otras especies de
algas rojas como Cystoclonium purpureum, Corallina officinalis y Mastocarpus stellatus
(Banaszak et al., 1998). Ademas encontraron que el contenido de mycosporine-gly fue muy
superior al presentado en este capitulo, un 14% frente, a lo sumo, un 1.5% en P. columbina
(Chile). Ademas las concentraciones de MAAs para C. purpureum y C. officinalis mostradas en
el apartado 11.3 fueron de 0.04 y de 0.7 mg-gPS, respectivamente, por lo tanto, los resultados

obtenidos por aquellos autores no coinciden con los mostrados en este capitulo.

Karsten y colaboradores (1998b) determinaron que Porphyra purpurea-violacea de la Isla
de Helgoland (recolectada en agosto de 1997) poseia la mayor concentracion de MAAS respecto
a las demés especies analizadas en dicha Isla (3.4+0.7 mg-g™PS). Concentracién similar a la de
P. columbina de este trabajo. Sin embargo, en este mismo articulo también encontraron otras
especies con esta misma concentracion en Spitsbergen (Antartica), donde la dosis de radiacion
era inferior al caso de la Isla de Helgoland, estas especies fueron Devaleraea ramentacea y
Palmaria palmata. También se mostraba el contenido de MAAs en especies recolectadas de la
zona de Tarifa y Punta Carnero (Cadiz) y se observaba que superaban con creces estas
concentraciones, llegando incluso a 7.8 mg-g'PS en Gymnogongrus griffithsiae (Karsten et al.,
1998b). Se apuntd a que los MAAs regian la distribucion biogeogréfica de las especies, aquellas
de zonas célidas presentarian una mayor concentracion de MAAs (Karsten et al., 1998b). Frente
a la concentraciéon de MAAs no muy alta en el trabajo anterior, P. umbilicalis de la Isla de
Helgoland recolectada en el mes de febrero poseia una concentracion de aproximadamente 10
mg-g™'PS (Groniger et al., 1999), similar a la presentada en este capitulo. También encontraron
una concentracion de MAAs proxima a 10 mg-g™PS en Porphyra endiviifolium, recolectada en
Potter Cove, Isla Shetland (Antartica) durante el verano austral (Hoyer et al., 2001), sin
embargo, cuando esta especie se mantenia en cultivo durante meses la concentracion caia un
50% (Hoyer et al., 2001, 2002).

11.5.1.2. Orden Bonnemaisoniales:

Dentro de este grupo se estudié concretamente el género Asparagopsis, en el que la
concentracion de MAAs fue muy variada. En A. armata recolectada en Tarifa (Cadiz), se
observo que cudnto mayor era la dosis mensual de radiacion solar, menor era la concentracion
de MAAs. Sin embargo, en Gran Canaria (Islas Canarias) A. taxiformis presenté una mayor
concentracién de MAAs en octubre de 2001 que en febrero de 2001, correlacionandose en este
caso la cantidad de radiacion recibida con el contenido de MAAs. Sin embargo, en septiembre

de 1999 la concentracion de MAAs fue intermedia entre los dos casos anteriores, a pesar de que
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se trata del mes de los tres estudiados, en el que la dosis mensuales de radiaciéon fueron
superiores. Asparagopsis sp. recolectada en junio de 2002 en Albufeira (Portugal) present6 una
concentracion total de MAAs similar a A. taxiformis recolectada en el mes de octubre de 2001, a
pesar de que la dosis de radiacion recibida en el sur de Portugal en junio era superior. Las
proporciones relativas respecto a la concentracion total de MAAs fueron muy similares en todos
los casos, entre el 60-70% de shinorine y entre el 25-40% de palythine, principalmente. Estas
proporciones fueron las mismas que en ejemplares de A. armata recolectados en Punta Carnero
(Cadiz) en julio de 1997, sin embargo, la concentracion para esta ultima especie fue muy
superior a la que se refleja en este capitulo para julio de 1999, 4.14+0.25 mg-g'PS (Karsten et
al., 1998b), aunqgue si se asemejé a la que se habia determinado para esta misma especie en
octubre de 2001. A. taxiformis recolectada en abril de 1992 en la Isla de Hainan (China) aun
tratandose de una zona tropical presentd una concentracion de MAAs de 0.01 mg-g™'PS, muy
inferior a la de este capitulo para esta misma especie, ademas la proporcion de shinorine y

palythine fue de un 50% cada una de ellas (Karsten et al., 1998c¢).

11.5.1.3. Orden Ceramiales:

Dentro de la familia Ceramiaceae se encontraron distintas concentraciones de MAAs
incluso dentro del mismo género, como por ejemplo, para Ceramium se encontraron valores
entre 0.09-2.5 mg-g'PS. Aunque la concentracion de MAAs fue similar en las especies C.
strictum y Ceramium sp. recolectadas durante el mes de noviembre en Argentina y Chile,
también los tipos de MAAs fueron similares, aunque la especie de Chile presentd un 6%
aproximadamente de palythinol, y la de Argentina un 1% de mycosporine-gly. En todos los
casos de la familia la proporcion de shinorine fue superior a la de palythine, excepto en C.
nodulosum (Argentina). También dentro de la misma especie se encontraron diferencias en el
contenido total de MAAs y también en la proporcion de los distintos tipos, C. nodulosum
presentd una mayor concentracion en los ejemplares recolectados en Argentina que en aquellos
recolectados en Alemania, a pesar de que la dosis mensual de radiacion solar recibida para los
primeros de ellos fue inferior a la que recibieron los segundos; concretamente la dosis de
radiacion solar en Argentina para noviembre fue de 255 MJ-m? para PAR, y de 37.5 MIm?y
0.84 MJ-m? para UVA y UVB, respectivamente; y la dosis mensual en Helgoland en julio fue
de 256 MJ:-m? para PAR, y de 50.5 MJm?y 1.5 MJ-m? para UVA y UVB, respectivamente.
Aunque no se detectdé una relacion positiva del contenido de MAAs con la dosis mensual
recibida, las dosis anuales si son superiores en el Sur del continente americano (tabla 11.2.1). La
proporcién de palythine en C. nodulosum de Alemania fue muy pequefia y el porcentaje de
porphyra-334 respecto al total de MAAs fue del 34%, al contrario que otras especies del género

que solo tenian trazas de este MAA. Callithamnion gaudichaudii, a pesar de tener una
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morfologia similar a Ceramium (ambos estan constituidos por talos de aspecto filamentoso fino)
y de habitar zonas de similar latitud a otras especies del grupo, presentd una composicion de
MAAs distinta, casi la totalidad de MAAs la componia porphyra-334. En la literatura se
encontrd que ejemplares de Ceramium rubrum (sinénimo: C. nodulosum) recolectados en la Isla
de Helgoland en septiembre de 1997 presentaron una concentracion similar a la reflejada en este
capitulo, sin embargo, la proporcién de los MAAs fue distinta, observaron que la mayor parte
del total de MAAs era shinorine, y no detectaron la presencia de porphyra-334 ni palythine
como en los resultados mostrados en este capitulo (Karsten et al., 1998b). C. nodulosum
recolectado en Tarifa en noviembre de 1997, presentd una concentracion de MAAS
excepcionalmente superior (7.6 mg-g™PS) que las determinadas para las especies de este grupo,
aunque las proporciones relativas de los MAAs si coincidieron con la generalidad de los
resultados para este grupo mostrados en este capitulo (Karsten et al., 1998b). También se
encontraron otras referencias a este grupo de macroalgas en la tabla de la pagina web
http:\\www.biologie.uni-erlangen.de\botanik1\html\rhodophyta.htm, sin embargo, para muchas
de las especies no se muestran los resultados, Unicamente se enumeran, pero sin adjuntar los
datos de MAAs. Ademas para los casos en que si aparecia dicha informacion, Gnicamente se
sefialaban los tipos de MAAs presentes, y no la proporcion o concentracion en que aparecian
cada uno de ellos. C. rubrum de Playa Union (Argentina), de Sylt y Helgoland (Alemania)
poseian palythine y shinorine. Y C. tennissimum recolectada en Plymouth (Inglaterra)
presentaba porphyra-334. Como se puede observar la variedad de MAAs es inferior, aunque se
hace referencia a los mismos tipos de MAAs. También en esta misma tabla se recogen las
especies Anthithamnion plumula, aunque sin resultados adjuntos, y Callithamnion gaudichaudii,

en la que detectan los mismos tipos de MAAS que en este trabajo de investigacion.

En la familia Delesseriaceae, las dos especies de Myriogramme analizadas (M. multinervis y
M. smithii) presentaron una concentracion baja de MAAs, y las proporciones de MAAs fueron
similares, entre un 80-90% de shinorine y un 15-20% de porphyra-334. Ejemplares de M.
mangini y M. smithii recolectados en Potter Cove, presentaron en el primero de los casos una
concentracion de MAAs superior a las especies analizadas, concretamente de 2.93+1.3 mg-g™'PS
y en el segundo, al contrario de lo que se presenta en este capitulo, no se detectaron MAAs, las

proporciones de MAAs si fueron similares (Hoyer et al., 2001).

En la familia Rhodomelaceae, también se observé dentro de un mismo género que la
concentracion y proporcion relativa de los distintos tipos de MAAs fue distinta, concretamente
se observd que Bostrychia scorpioides presentaba una concentracion de MAAs inferior a la
especie de Bostrychia recolectada en Chile, ademés la primera de ellas poseia un 87% de

porphyra-334, mientras que la otra Bostrychia analizada, presentd shinorine como MAA mas
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abundante. En la literatura se han encontrado referencias a muchas especies de este género,
concretamente todas ellas habitaban zonas de manglares tropicales o subtropicales y fueron
recolectadas en distintas épocas del afio, en general, las concentraciones se encuentran entre
0.02 y 4.9 mg-g'PS y las proporciones de los distintos MAAs son muy variadas, algunas de
estas especies presentaron palythine, palythinol, asterina o incluso porphyra-334 como principal
MAAs y por ejemplo B. scorpioides a pesar de presentar una concentracion similar a la reflejada

en este capitulo, poseia como principal MAA shinorine (Karsten et al., 1998c, 2000).

En el género Laurencia, se observé a medida que se avanzaba en el tiempo que la
concentracion de MAAs para una misma especie y lugar de recoleccién aumentaba. Ocurrid
tanto en los ejemplares recolectados en Tarifa como aquellos recolectados en Gran Canaria. Sin
embargo, en los ejemplares de L. obtusa recolectados en el Cabo de Gata la concentracion y
proporcion relativa de los MAASs se mantuvo tanto en octubre de 2000 como en junio de 2001, a
pesar de que en este segundo periodo la dosis de radiacidn solar recibida fue bastante superior.
En L. pinnatifida recolectada en Tarifa, se observo que cuanto mayor era la dosis de radiacion
solar recibida menor era la concentracion de MAAs, al igual que ocurria con A. armata. Ademas
conforme iba aumentando la radiacion la proporcion de porphyra-334 aumentaba y caia la de
palythine y palythinol. En la especie de Laurencia recolectada en Gran Canaria la concentracion
total de MAAs fue similar en febrero y en octubre de 2001, sin embargo, en septiembre de 1999
coincidiendo con una mayor dosis de radiacién solar, de nuevo encontramos la menor
concentracion de MAAs. Ademas se determinaron diferencias en las proporciones relativas de
los distintos tipos de MAAs; en febrero en vez de shinorine presentaron mycosporine-gly, y mas
porphyra-334 que palythine, al contrario que en septiembre y al igual que en octubre. Ya en
1990, Sivalingam y Nisizawa apuntaron a que el género Laurencia se encontraba entre las algas
rojas con menor contenido de sustancias que absorbian en el rango del UV. Ejemplares de L.
obtusa recolectados en Punta Carnero en julio de 1997 se caracterizaron por una concentracion
de MAAs de 2.6 mg-g'PS (Karsten et al., 1998b), superior a la mostrada en este capitulo.
Ademas la proporcion relativa de los MAAs también difirid, poseian alrededor de un 30% tanto
de asterina-330 como de palythine, un 19% de porphyra-334, un 12% de shinorine y el resto de
palythinol (Karsten et al., 1998b). Aunque las concentraciones fueron similares a las nuestras,
en L. changii y L. cartilaginea recolectadas en abril de 1992 en Hainan (China), 0.41 y 0.27
mg-g'PS respectivamente, las proporciones de los MAAs difirieron, en ambas el MAA
principal fue palythinol, seguido de palythine, porphyra-334 y asterina-330 en menor
proporcion (Karsten et al., 1998¢). L. pinnatifida de Plymouth (Inglaterra) presenté un 100% de
porphyra-334, aunque se desconoce la concentracion total de MAAs (http:\\www.biologie.uni-

erlangen.de\botanik1\ntml\rhodophyta.htm).
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Los ultimos dos géneros estudiados dentro de la familia Rhodomelaceae fueron
Polysiphonia y Streblocladia, esta Ultima especie present6 una concentracion de MAAs de 2.8
mg-g™'PS, alta para los valores generales determinados para esta familia. P. lanosa present6 una
concentracion de MAASs superior a las otras dos especies analizadas dentro de este mismo
género, las cuales se caracterizaron por poseer una concentracion similar y baja de MAAs, y
ademas la especie de Argentina no poseia porphyra-334 y sin embargo, en las otras dos especies
suponia respectivamente, un 79 y un 33% del total de MAAs. P. arctica (Spitsbergen) y P.
elongata (Helgoland), presentaron unas concentraciones de 0.73 y de 0 mgg'PS
respectivamente, la proporcion de los distintos MAAs en el primero de los casos difirié con
respecto a la de este trabajo de investigacion, el MAA mayoritario fue palythine, seguido de un
MAA desconocido con un maximo a 357 nm y por Gltimo, presentaban un poco de shinorine,
porphyra-334 y asterina-330 (Karsten et al., 1998b). P. fastigiata (sindbnimo: P. lanosa)
(Plymouth) poseia palythine, palythinol, porphyra-334 y shinorine y P. urceolata (sinénimo: P.
stricta) (Sylt) palythine y shinorine (http:\\www.biologie.uni-erlangen.de\botanik1\htmi\

rhodophyta.htm), en esta Gltima especie también se detecto la presencia de porphyra-334.

11.5.1.4. Orden Corallinales:

La familia Corallinaceae se caracterizO por poseer unas concentraciones de MAAs muy
bajas, a pesar de que en la mayoria de los casos los ejemplares se encuentran expuestos
directamente a la radiacion solar en cubetas de poca profundidad. La morfologia de su talo
calcificado supondria una barrera a la penetracion de la RUV. Dentro de este grupo existe una
gran homogeneidad en los resultados. En general, las concentraciones no varian ni entre
especies, ni entre las épocas del afio y tampoco entre los lugares de recoleccion. Del 50-70% del
total de MAAs formaba parte shinorine, junto con un 20% aproximadamente de palythine y en
algunos casos pequefiisimas proporciones de asterina-330 y porphyra-334. Caben destacar las
especies de Corallina, Jania y Litophyllum recolectadas en Albufeira, las tres presentaron una
concentracion ligeramente inferior al resto del grupo y ademas, en el primer caso la proporcion
de shinorine fue superior y en el segundo caso inferior, ademas J. rubens en vez de palythine,
poseia porphyra-334 como segundo MAA en importancia. Amphiroa rigida y Lithophyllum
expansum, ambas recolectadas en Giglio, también presentaron una concentracién de MAAs
inferior al resto del grupo, mas marcada incluso que en los casos anteriores. J. rubens (Gran
Canaria) presenté una concentracion de MAAs inferior en el mes de febrero de 2001 que en
septiembre de 1999, ademas mientras que en septiembre la proporcién de shinorine fue de un
41% y de un 55% para palythine, en febrero fueron de un 83 y 15%, respectivamente. Este es el
Unico caso estudiado del grupo en el que se podria asociar una menor dosis de radiacion solar

recibida con un menor contenido en MAAs, y ademas parece ser que durante el periodo de mas
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radiacion existe preferencia a la acumulacion de palythine frente a shinorine. Al igual que
Laurencia sp., Jania sp. se encontraba entre las especies con menor contenido de compuestos
que absorbian en la region del UV (Sivalingam y Nisizawa, 1990). C. officinalis (Helgoland)
presentd un 100% de shinorine con una concentracion total de 0.19+0.09 mg-g™*PS (Karsten et
al., 1998b), al contrario que la misma especie recolectada en Maine que poseia un 77% de
shinorine y un 33% de mycosporine-gly, ademas con una concentracion total muy superior
(Banaszak et al., 1998). C. elongata (Tarifa, noviembre 1997) presentd una concentracion de
MAAs de 0.21+0.04 mg-g™*PS, siendo un 55% shinorine y el resto palythine, resultado similar al
de este trabajo, aunque en este caso la concentracion total de MAAs y la proporcién de
shinorine fueron inferiores. J. rubens y L. incrustans (Punta Carnero, julio 1997) presentaron
unas concentraciones de MAAs superiores a las mostradas en este capitulo, concretamente 1.5y
0.96 mg-g™'PS, ademas las proporciones de los diferentes MAAs fueron distintas. Para J. rubens
el total de MAAs lo componian casi en un 50% cada uno, shinorine y porphyra-334. Y para L.
incrustans casi la totalidad de MAAs era shinorine y un pequefio porcentaje de MAAs lo
componia porphyra-334 (Karsten et al., 1998b). Coincidiendo con la generalidad de los
resultados de este capitulo, cuatro especies de Corallina sp. poseian shinorine y palythine, pero
por el contrario, otras tres poseian Unicamente shinorine entre los MAAS, de nuevo no se
conocen las proporciones relativas ni la concentracion total de MAAs (http:\\www.biologie. uni-
erlangen.de\botanik1\html\rhodophyta.htm). En esta misma fuente se presentan, ademds, 4
especies de J. rubens que poseen, coincidiendo también con los resultados de este capitulo,

shinorine y palythine.

11.5.1.5. Orden Gelidiales:

En la familia Gelidiaceae, se encontraron resultados muy diversos en términos de
concentracion total de MAAs. Sin embargo, se mantuvo un patron en la composicion de MAAs,
principalmente poseian shinorine en un porcentaje que superaba el 80%. La Unica excepcion fue
G. sesquipedale, cuyo MAA principal fue asterina-330, representando mas de un 70% del total.
El segundo MAA en importancia fue palythine, que presenté una mayor plasticidad en el grupo,
las especies Gelidiella sp., G. arbuscula y G. latifolium presentaron las menores proporciones
de palythine, en el resto de las especies este MAA representaba aproximadamente un 15%,
excepto algunos casos puntuales en G. sesquipedale o en las especies del género Pterocladia,
especies en las que se observaron mayores fluctuaciones. En ninguno de los casos se observo la
presencia de mycosporine-gly y si de asterina-330, y eventualmente de porphyra-334. En la
especie G. canariense, a pesar de que la concentracion total no varié entre los meses de

septiembre y febrero, la composicion de MAAs si presentd cambios, en el mes de mayor dosis
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de radiacion solar la proporcion de palythine fue de un 15%, siendo el resto shinorine, y en el

mes de menos dosis de radiacion se observoé casi exclusivamente la presencia de shinorine.

La mayor concentracion de MAAs en la familia Gelidiaceae la encontramos en la especie G.
pusillum, aproximadamente 5 mg-g'PS, seguida de G. arbuscula y G. latifolium. La
concentracion de esta Ultima especie recolectada en una grieta esciéfila en el mes de febrero en
Gran Canaria fue inferior significativamente a las recolectadas en Tarifa, las cuales recibian una
mayor radiacion. Este seria otro de los casos puntuales en los que se observd una correlacion
positiva entre la cantidad de radiacion recibida y la concentracion de MAAs. La concentracion
de MAAs fue superior en la especie Gelidiella sp. recolectada en Tarifa, que aquella recolectada
en Portugal. Sin embargo, no se observaron cambios en la concentracion total de MAAs en G.
canariense ni en G. sesquipedale recolectados en distintas épocas del afio del mismo lugar,
ambas especies, presentaron unas concentraciones totales medias dentro del grupo. G.
sesquipedale de la Albufeira recolectado en verano presentd una concentracion de MAAs muy
inferior, de las menores del grupo. G. sesquipedale se caracteriza por comportarse como una
especie de sombra y segun los resultados que se han mostrado en el capitulo se observa que no
posee la capacidad de acumular grandes cantidades de MAAsS, esta baja concentracion junto con
otras ausencias de otros mecanismos de proteccion y/o reparacion hacen que esta especie sea
muy sensible a la RUV, de manera que sufre fotoinhibicion cronica (Gomez y Figueroa, 1998).
P. capillacea, que también presentd de las concentraciones mas bajas de MAAs del grupo, no
vario su concentracion entre los distintos meses de muestreo para los ejemplares recolectados de
un mismo lugar, Cabo de Gata y Gran Canaria. Sin embargo, si que se detectaron pequefias
diferencias entre los ejemplares recolectados en distintas latitudes, la concentracion fue inferior

en los talos recolectados en Gran Canaria y Tarifa.

G. pusillum y G. sesquipedale de Punta Carnero (julio 1997), presentaron concentraciones
superiores a las mostradas en este capitulo, 6.5+0.6 y 2.9+0.2 mg-g*PS respectivamente.
Aunque las proporciones relativas de los distintos tipos de MAAs si fueron similares (Karsten et
al., 1998b). Gelidiella acerosa de la Isla de Hainan (China) present6é una concentracién igual a
G. nigrescens de Tarifa, aunque las proporciones de palythine y asterina-330 en aquella fueron
superiores a las de ésta (Karsten et al., 1998c). De manera similar al resultado obtenido en este
trabajo, P. capillaceae recolectada en Cadiz, presentaba un 100% de shinorine
(http:\\Wwww.biologie.uni-erlangen.de\botanik1\html\rhodophyta.htm). Referencias en dicha

tabla al género Gelidium, informan de que en general los MAASs que detectaron fueron shinorine

y palythine.

117



Nathalie Korbee Peinado. Tesis Doctoral

11.5.1.6. Orden Gigartinales:

En este grupo se encontraron altas concentraciones de MAAs en las familias
Phyllophoraceae, Peyssonneliaceae, Halymeniaceae y Rissoellaceae, con un general dominio de
shinorine entre los MAAs. Las concentraciones de MAAs se encuentran en torno a 2.5 mg-g°
'PS. Shinorine es el MAA presente casi en un 100% en los ejemplares analizados de la familia
Phyllophoraceae, excepto en G. furcellatus, caracterizado por un 30% de palythine junto a un
70% de shinorine. No se encontré un patron estacional ni latitudinal entre los ejemplares
estudiados de este grupo. Tampoco en Peyssonnelia sp. se identificd un patron estacional, la

concentracion de MAAs no varid entre los meses de octubre y junio.

Las menores concentraciones del orden Gigartinales, las encontramos en las especies
Callophyllis variegata, C. purpureum y Dumontia incrassata. En las que el 100% del total de
MAASs estuvo compuesto por shinorine, excepto en la Ultima especie en la que estaban presentes
shinorine y porphyra-334 en unos porcentajes del 69 y 26%, respectivamente. La proporcion
relativa de MAAs para D. incrassata en este trabajo resulta de la combinacion de
composiciones presentes en la tabla de la pagina web http:\\www.biologie.uni-erlangen.de\
botanik1\html\rhodophyta.htm para Dumontia sp, estos autores determinaron que la
composicion de D. incrassata recolectada en dos afios consecutivos vario desde poseer solo
shinorine, hasta tener porphyra-334 y palythine (http:\\www.biologie.uni-erlangen.de\
botanik1\html\rhodophyta.htm).

En la familia Gigartinaceae se encontrd6 una gran variedad de concentraciones vy
proporciones relativas de MAAs, la méaxima concentracion se encontrd en Mazzaella
laminarioides y las minimas se determinaron en una de las especies de Chondracantus y en
Gigartina sp. Una concentracion similar a la de este trabajo la encontraron en M. laminarioides

recolectada en Chile durante el verano austral (Huovinen et al., en revision).

En la familia Caulacanthaceae aunque la concentracién también fue muy variada, las
proporciones de MAAs se mantuvieron en el grupo, shinorine y palythine aparecian en igual
importancia en el total de MAAs. Destaca la baja concentracién de Caulacanthus sp.
recolectado en Albufeira, justo en el mes en el que la dosis de radiacion solar fue superior
respecto a los deméas casos del grupo, ademas esta especie fue la Unica que presentd una
composicién de MAAs diferente al resto de ejemplares, se caracterizd por una composicion y

proporcion de MAAs similar a la del orden Bangiales.

La concentracién y composicion de MAAs en ejemplares de C. crispus, C. purpureumy M.
stellata recolectados en junio de 1993 en Maine fueron distintas a las obtenidas en este trabajo

de investigacion. Las dos Ultimas especies contenian aproximadamente un 70% mas de MAAS
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que P. umbilicalis, y C. crispus presentaba una concentracion similar a esta Gltima especie.
Ademas la proporcion de mycosporine-gly que encontraron en todos los casos, fue muy elevada
y en este capitulo nisiquiera estuvo presente (Banaszak et al., 1998). Sin embargo, si se
obtuvieron similares resultados a los del presente trabajo en ejemplares de C. crispus y M.
stellatus recolectados en Helgoland, en julio de 1997, la primera especie poseia 4.5 veces menos
MAAs que la segunda, aunque en ésta, en lugar de asterina-330 detectaron palythinol, ademas
de palythine (Karsten et al., 1998b). Tampoco detectaron asterina-330 en ninguna de las
especies de Chondrus que se recogen en la tabla de la pagina web http:\\www.biologie.uni-
erlangen.de\botanik1\html\rhodophyta.htm. M. stellatus y C. crispus recolectados en Helgoland
en junio de 1999, presentaron distinta sensibilidad frente a la RUV, M. stellatus era mas
resistente y le permitia vivir en areas mas expuestas a la radiacion solar, esta mayor resistencia
en parte se atribuyd a que poseia una concentracion de MAAS seis veces superior (Bischof et
al., 2000). La especie Gymnogongrus griffithsiae recolectado en la provincia de Cadiz, presentd
una concentracion de MAASs dos veces superior que la de especies del mismo género recogidas
en este capitulo (Karsten et al., 1998b). Cuando se mantenia en cultivo Gigartina skottsbergii la
concentracion de MAAs era 3.3 veces menor que en el momento de su recoleccion del hébitat
natural (Potter Cove, Antartica), ademas la proporcion relativa de los MAAs también variaba,
en su habitat se observaba palythine como principal MAA y shinorine como secundario, y en
cultivo el principal MAA era porphyra-334 y el secundario palythine (Hoyer et al., 2002). La
concentracion de MAAs en Gigartina sp. presentada en este capitulo fue proxima a aquella de
cultivo, y ademads, principalmente se detectaba la presencia de asterina-330. La concentracion y
composicion de MAAs en Gymnogongrus antarcticus recolectado en Potter Cove (Antartica)
fue muy similar a la de ejemplares del mismo género analizados en este trabajo de investigacion
(Hoyer et al., 2002). De nuevo se observo una caida de la concentracion total de MAAs cuando
G. turquetii se mantenia en cultivo, aunque en este caso la composicion de MAAs si se

mantenia (Hoyer et al., 2001).

En la familia Halymeniaceae, se observaron diferencias entre las especies, tanto en
composicién como en concentracion. G. doryphora presentaba principalmente porphyra-334 y
en segundo lugar shinorine, al igual que G. lanceolada. G. turuturu presentd gran cantidad de
shinorine y el resto de palythine. La concentracion de MAAs tras el cultivo de ejemplares de G.
dichotoma y G. doryphora en una alta concentracion de amonio, fue similar a la encontrada en
los ejemplares de G. turuturu. Tras el cultivo en alta concentracion de amonio G. dichotoma,
ademas de incrementar la concentracion de MAAs, presentd una composicién diferente, desde
un valor equitativo entre shinorine y palythine hacia un dominio casi absoluto de shinorine. La
concentracion de MAAs en G. lanceolata fue similar a la de G. dichotoma recolectada en su

habitat natural. En todos estos casos estudiados para el grupo Halymeniaceae, la concentracion
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de MAAs fue inferior que la que encontraron en G. doryphora recolectada en Chile, que estuvo

entre 3.5y 4.4 mg-g'PS (Huovinen et al., en revision).

A pesar de que se citan ocho especies de Grateloupia sp. y Peyssonnelia sp. en la tabla que
se recoge en la pagina web http:\\www.biologie.uni-erlangen.de\botanik1\html\rhodophyta.htm,
no se completd la composicion de MAAs para ninguno de ellos. Si se recoge la informacion
para Gigartina acicularis, que poseia una composicion de MAAs diferente a la de este trabajo
de investigacion, detectaron shinorine y porphyra-334. Si coincidié la composicion de MAAs
para R. verruculosa aun estando recolectada en otro lugar, concretamente Giglio (Italia) y en
otra época del afio, el mes de abril (http:\\www.biologie.uni-erlangen.de\botanik1\htmI\

rhodophyta.htm).

11.5.1.7. Orden Gracilariales:

Entre las distintas especies del género Gracilaria se encontraron diferencias tanto en la
concentracion total de MAAs como en la composicion de los mismos. G. gracilis presentd una
menor concentracién que otras especies, como por ejemplo G. chilensis, ademas el MAA mas
abundante en esta Ultima especie fue porphyra-334, seguido de palythine, asterina-330,
shinorine y por ultimo también presentd un poco de palythinol, y en G. gracilis casi un 100%
del total de MAAs lo compuso shinorine. La composicion de MAAs en los ejemplares de
Gracilaria sp. (Gran Canaria) fue de aproximadamente de un 40% de shinorine y un 55% de
porphyra-334, y en Gracilaria sp. (Tarifa) de un 88% de shinorine y un 11% de palythine.
También se detectaron diferencias en términos de concentracion total y composicion de MAAs
en tres especies del género Gracilaria recolectadas en la Isla de Hainan (Karsten et al., 1998c).
No se observaron diferencias en la concentracion ni en el composicion de MAAs en Gracilaria

sp. (Gran Canaria) entre los valores para los meses de febrero y octubre.

11.5.1.8. Ordenes Nemaliales, Palmariales, Plocamiales y Rhodymeniales:

Nothogenia fastigiata present6 una concentracién de MAAs superior a la media en relacion
a los demas resultados obtenidos en este trabajo de investigacién. Mientras que P. palmata se
caracteriz6 por una concentracion de MAAs muy baja. En otros trabajos se detectaron
concentraciones para Palmaria decipiens de la Antartica de 2.7 mg-g'PS, ademas la
composicién e importancia relativa de los tipos de MAAs fue distinta (Karentz et al., 1991b).
Lomentaria clavellosa se caracteriz6 por tener una concentracién intermedia entre las dos
primeras especies citadas. Una concentracién adn superior se detectd en esta misma especie
también recolectada en la Antartica, concretamente 3.9 mg-g™PS. Aunque la proporcion relativa
de MAAs fue muy similar a la encontrada en este trabajo de investigacion. También se observé

que la concentracion de MAAs caia 9 veces cuando esta especie se mantenia en cultivo (Hoyer
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et al., 2001). En general, en los ejemplares de P. cartilagineum se detecté una homogeneidad en
concentracién y composicion de MAAs, aunque fueron recolectados en distintas épocas y
lugares del sur de la Peninsula Ibérica. No se detectd absorcion en el rango del UV en P.
cartilagineum ni en P. palmata de Helgoland (Yakovleva et al., 1998). Lomentaria orcadensis y
P. palmata de Maine, presentaron una concentracion total de MAAs muy similar, al contrario
que los resultados mostrados en este capitulo. Ademas en P. palmata solo se detecto la
presencia de mycosporine-gly (Banaszak et al., 1998). Otros ejemplares de P. palmata
recolectados en Spitsbergen (Antartica) presentaron una concentracién mas elevada de MAAs
(3.5 mg-g™*PS). En el estudio de Karsten y colaboradores (1998b) no se detectaron MAAs en P.
cartilagineum de Helgoland. Sin embargo, en ejemplares de P. cartilagineum recolectados en
Potter Cove (Antartica) si se detectaron MAASs en la misma concentracion que en este trabajo,

aunque con una proporcion relativa de éstos diferente (Hoyer et al., 2001).

11.5.1.9. Orden Dictyotales:

Como caso excepcional, en el alga parda Lobophora variegata se detectaron MAAS aunque
en una concentracién pequefia, proxima por ejemplo al alga roja D. incrassata. Sin embargo, en
las demés especies de algas pardas y verdes analizadas (tablas M.2 y M.3), no se detecto la
presencia de MAAs, a lo sumo se detectaron trazas, que por estar por debajo del limite de

deteccion del equipo de HPLC no se pudo confirmar que se tratase de MAAS.

11.5.1.10. Sintesis:

Ceramiales
Rodhymeniales =

Gigartinales [T

Menos primitivas

Bonnemaisonales

Nemaliales {

Gelidiales

Corallinales ]

Palmariales

Mas primitivas

v Bangiales

0 1 2 3 4 5 6 7
Concentraciéon media MAAs (mg-g'PS)

Figura 11.5.2. Concentracion media de MAAs en cada uno de los 6rdenes de las algas rojas

analizadas.

121



Nathalie Korbee Peinado. Tesis Doctoral

No se observo relacion alguna entre la filogenia de las especies analizadas y el contenido
interno de MAAs (figura 11.5.2). Sin embargo, las mayores concentraciones de MAAs se
encontraron en el orden Bangiales. La familia Corallinaceae (Corallinales) present6 las menores
concentraciones, inferiores a 1 mg-g"PS y con una media entre 0.4-0.5 mg-g"'PS. La
concentracion de MAAs en las familias Gracilariaceae (Gracilariales) y Plocamiaceae
(Plocamiales) estuvieron en torno a 1.5 y 1 mg-g'PS respectivamente, y en la familia
Phyllophoraceae (Gigartinales) alrededor de 2.5 mg-g™PS. Otros grupos en los que se analizaron
un nimero de especies superior a cinco, presentaron concentraciones muy diversas segun las
especies y/o segun su localizacién y/o época del afio en que se recolectaron, entre estos se
encuentran las familias Bonnemaisoniaceae, Rhodomelaceae, Gelidiaceae, Gigartinaceae y

Caulacanthaceae.

El MAA comun a todas las especies analizadas fue shinorine, aunque la proporcion relativa
vario segun los casos. En la familia Bonnemaisoniaceae estuvo presente en un alto porcentaje,
mas de un 60%. En las familias Ceramiaceae, Phyllophoraceae y Corallinaceae, en general
también estaba presente en grandes cantidades. En otros grupos como la familia Gelidiaceae,

estaba ampliamente representada salvo en G. sesquipedale.

Palythine fue el segundo de los MAAS en importancia relativa. Estuvo presente en casi
todas las muestras analizadas. En un 30% aproximadamente en el género Asparagopsis. Y en el
resto de especies en una proporcion muy variada. Asterina-330 fue el MAA que le sigui6 en
representacion a palythine. En la mayoria de los casos en una proporcion inferior a un 10%,

excepto en G. sesquipedale en la que representa un 75% del total de MAAs.

A continuacion porphyra-334, que dominaba en el orden Bangiales, especies en las que se
encuentra representada en mas de un 80%. En general en la familia Rhodomelaceae también se
encontraron importantes cantidades de este MAA, con méas de un 30% en la mayoria de los
casos, llegando incluso hasta un 87% puntualmente. En el resto de las muestras analizadas la
proporcion relativa al total de MAA fue muy baja (aproximadamente un 2%), excepto casos

puntuales en los que esporadicamente se alcanzaron altas concentraciones de porphyra-334.

El MAA menos comin fue palythinol, presente casi exclusivamente y en un pequefio
porcentaje en algunas de las especies del género Laurencia. El siguiente MAA menos comdn
fue mycosporine-gly, presente también en pequefias cantidades en algunas especies del orden
Bangiales, y de las familias Rhodomelaceae y Caulacanthaceae, excepto en algunos casos
puntuales en los que rondé el 25%. Es curioso que, al contrario que en las macroalgas en las que

el porcentaje de mycosporine-gly no es muy elevado, el liquen Lichenia pygmaea recolectado
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en la Isla de las Palomas (Tarifa, Cadiz) presentaba una concentracion total de MAAs de

1.5+0.3 mg-g™*PS, de la que un 100% era mycosporine-gly.

Se concluye que la sintesis y acumulacion de MAAs en los distintos grupos taxonémicos
estudiados es un proceso muy flexible, en el que estarian influyendo gran cantidad de factores,
entre los que se podrian destacar los ambientales y los genéticos. De manera que, en funcion de
las condiciones luminicas, la concentracién de nutrientes, y siempre que se posea la carga
genética que posibilite la sintesis de estos compuestos, podrian acumularse. A pesar de no
haberse encontrado una respuesta inductora de la RUV en la sintesis de MAAS, no se puede
descartar su funcion como potencial fotoprotector, puesto que por su estructura quimica y por

sus propiedades fisicas se conoce que son moléculas que apantallan eficazmente la RUV.
11.5.2. Estacionalidad:

Tal y como se apunto anteriormente, el MAA mas abundante en las dos especies del orden
Bangiales fue porphyra-334 (80-90%), siendo las proporciones de shinorine, palythine y
asterina-330 similares e inferiores a un 10% en P. leucosticta, al igual que en B. atropurpurea,
sin embargo, en esta Gltima especie la presencia de palythine fue muy inferior en todos los
meses estudiados. Las especies Caulacanthus sp. y Corallina sp. presentaron unas
concentraciones de MAAs al menos 3 veces inferiores a las Bangiales, como MAA principal
poseian shinorine, seguido de palythine. Ademés Caulacanthus sp. tenia una pequefa

proporcion de porphyra-334 y Corallina sp. de asterina-330.

En B. atropurpurea y P. leucosticta la concentracion total de MAAs fue aproximadamente
de 6.5 mg-g™*PS, observandose una disminucion significativa de dicha concentracion en el mes
de marzo, coincidiendo con la cercana desaparicion de la fase gametofitica (haploide) debido a
un incremento en el fotoperiodo y en la temperatura del agua. Por lo tanto, se mantuvo de
manera general una concentracion interna muy elevada independientemente del incremento en
la dosis de radiacion solar o cualquier otra variacion de las condiciones ambientales; es mas, se
produjo una caida de la concentracion coincidiendo con el mes en el que se incrementaban
considerablemente las dosis diarias de radiacion solar. Karsten y West (2000) estudiaron
también un ciclo de la fase gametofitica de B. atropurpurea de Melbourne (Australia), a pesar
de que en esa zona la RUV era un 30% superior que en Malaga, la concentracion durante los
meses estudiados rondé 4.9 mg-g'PS, inferior en aproximadamente 1 mg-g'PS que la
presentada en este capitulo. Aquellos autores tampoco encontraron un patrén en la acumulacion
de MAAs, y también observaron una disminucion de la concentracion a finales de febrero.
Concluyeron que las especies del grupo de las Bangiales estaban adaptadas genéticamente a

acumular en todo momento altas concentraciones de MAAs, lo que les permitiria vivir en las
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zonas medias y altas del intermareal, soportando variaciones diarias y estacionales extremas de
desecacion, osmdticas y de radiacion solar (Karsten y West, 2000). Hoyer y colaboradores
(2001) identificaron también a las Bangiales como aquellas algas que poseian una concentracion
de MAAs elevada y que se mantenia constante independientemente de las condiciones

ambientales.

Las especies que pertenecen al orden Bangiales se consideran primitivas debido a que
poseen una organizacion vegetativa y reproductiva simple (Kraft y Woelkerling, 1990), son mas
ancestrales que otras algas rojas (Garbary y Gabrielson, 1990). Tuvieron que soportar elevados
niveles de RUV desde el Paleozoico y por ello, al igual que concluyeron otros autores (Hoyer et
al., 2001), se sugiere que desarrollaron la capacidad de sintetizar MAAs y ese caracter se

conservo hasta la actualidad.

Debido a que coincidié el minimo de concentracion de MAAs en P. leucosticta con el
maximo recubrimiento rocoso por parte de esta especie, se podria pensar que los MAAs se
emplearon como un reservorio de aminoacidos para la sintesis de proteinas, cuya concentracion
es muy elevada en este periodo de maximo recubrimiento, al igual que les ocurria al pool de
aminoécidos totales (Herndndez et al., 1993b), al final del ciclo (mes de abril) se recuperd
ligeramente el contenido interno de MAAs. En el trabajo citado anteriormente, también
identificaron un incremento del pool de aminoécidos totales al final del ciclo, coincidiendo con
un incremento en la concentracion de nitrato interno y en el agua de mar, este incremento lo
atribuyeron a una menor demanda de la sintesis de proteinas o a una hidrélisis de las mismas
(Hernédndez et al., 1993b). Segun esos resultados se podria pensar en la existencia de un
paralelismo entre el contenido de MAAs y el de aminoacidos totales en esta especie, aunque
también hay que tener en cuenta que, en general, las variaciones que se observaron para el
contenido en amino&cidos totales fueron muy superiores a las del contenido de MAAs a lo largo

del ciclo.

El contenido total de MAAs en B. atropurpurea, en Corallina sp. y en G. pusillum se
correlacioné de forma negativa con las dosis de radiacion solar recibidas. Ademas en
Caulacanthus sp., al igual que en P. leucosticta, se observaron menores concentraciones de
MAAs en el mes en el que las dosis mensuales de radiacion se incrementaban
considerablemente. En B. atropurpurea y en G. pusillum se determind ademas, una correlacion
positiva entre la dosis y el contenido de asterina-330 y palythine, lo contrario ocurria en

Corallina sp.

El grado de asociacion entre los MAAs se caracterizo, en general, por la existencia de una

correlacion positiva entre el contenido de asterina-330 y palythine, sin embargo, la correlacion
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entre el MAA mayoritario para cada especie (ya sea shinorine o porphyra-334) con los
anteriores MAAs (palythine y asterina-330) fue negativa. Y en el orden Bangiales se determind

una correlacién negativa entre el contenido de shinorine y porphyra-334.

De manera general se concluye que las menores concentraciones de MAAS en las especies
estudiadas, coinciden con los periodos en los que la radiacion solar recibida era superior.
Ademés cuando las dosis de RUV eran superiores (implicando a su vez en la naturaleza,
mayores dosis de PAR), se incrementaban las proporciones relativas de palythine y asterina-330
respecto a los demas MAASs presentes en el alga. Se sugiere la presencia de una reaccion de
interconversion desde shinorine y/o porphyra-334 hacia palythine y asterina-330, tal y como
sugirieron otros autores (Shick et al., 2000), estas reacciones de interconversién no implicarian
una variacion en la concentracion total de MAAs, aunque se estarian produciendo en
coincidencia con los periodos en los que las concentraciones de MAAs eran inferiores. Se
podria relacionar este comportamiento con una adaptacion de las especies a unas dosis mayores
de radiacion, de manera que acumulando palythine que absorbe a una longitud de onda inferior
(Amax=320 nm) que shinorine (Ansx=334 nm) se podria filtrar mas eficientemente parte de las
bandas més efectivas en términos de dafio celular. Krébs y colaboradores (2002) propusieron en
el alga roja C. crispus la interconversion de shinorine a palythine via asterina-330 y palythinol,
propusieron que en esta ruta intervendrian enzimas que se estimularian con PAR o se inhibirian
por RUV. Mientras que en la interconversion de palythinol a palythine via asterina-330
intervendrian enzimas que se inhibirian con radiacién UVB, todo ello para explicar la presencia
de shinorine en PAR y la preferente acumulacion de palythinol y asterina-330 en las algas
expuestas a radiacion UVB. También propusieron que los fotorreceptores y/o enzimas que
actuasen en la sintesis de shinorine serian mas sensibles a la RUV, que los que estaban
induciendo la sintesis de otros MAAs (Krabs et al., 2002). En funcion a estas reacciones, en un
primer periodo shinorine actuaria como protector frente a la RUV y posteriormente, palythine y
asterina-330 tomarian esta funcién, mientras que parte de shinorine actuaria como precursor de
gadusol via mycosporine-gly, actuando por lo tanto, como precursor de una molécula
antioxidante, las enzimas participantes en estas reacciones debian activarse con altas
irradiancias, siempre dependiendo de la concentracion de los distintos tipos de MAAS presentes
(Krabs et al., 2002). La conversion de shinorine a gadusol estaba mediada por una bacteria en
holoturias tropicales (Dunlap y Shick, 1998). Podria estar ocurriendo algo similar en las algas
estudiadas, de manera que conforme iba aumentando la dosis de radiacién solar se necesitaban
otros mecanismos de proteccion, ademas de una simple pantalla frente a la RUV, y era la
capacidad de eliminar los radicales de oxigeno. Aunque al igual que ocurria en C. crispus, en
este capitulo tampoco se detecto la presencia de mycosporine-gly en ninguno de los casos, quiza

debido a que se completaba la reaccion y lo que se acumulaba por lo tanto, era gadusol,
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compuesto del que se han descrito sus propiedades antioxidantes (Dunlap y Shick, 1998).
Ademas, esta reaccion de conversion de shinorine en gadusol seria un sumidero de MAAs, que
explicaria el que la concentracion total disminuyese a elevadas dosis de radiacion (figura 11.5.3).
La concentracion de gadusol no se determind en ninguno de los extractos, puesto que en un
primer momento no se habia pensado en esta posible estrategia para la acumulacion de un
compuesto con alta capacidad antioxidante. Por lo tanto, este seria un tema en el que

profundizar en estudios posteriores.

Gadusol/Deoxigadusol > v Concentracion total MAAS
$? T A
Mycosporine-gly i

02 ALTAS DOSIS DE;RADIACION
Shinorine «—» Porphyra-334 V

l l ..............................  APalythine y asterina-330

Palythin Asterina-330

Figura I11.5.3. Esquema de las reacciones de conversion propuestas entre MAASs y el gadusol.
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CAPITULO I11

Efecto a corto plazo de la RUV y PAR en la acumulacion de MAAs y el
estado fotosintéetico en dos especies del género Porphyra.






Capitulo HI

Los motivos que nos llevaron a elegir el género Porphyra como modelo del estudio del
efecto de la RUV y PAR en la acumulacion de MAAs, su capacidad de fotoproteccion y el
metabolismo fotosintético se enumeran en el apartado de material y métodos (M.1. Género

Porphyra).

I11.1 Efecto a corto plazo de fuentes artificiales de RUV y PAR en Porphyra leucosticta

sobre la acumulacién de MAAs y el estado fotosintético.

I11.1.1. Disefo experimental:

Se expusieron los talos en bandejas durante 48 horas en luz continua a cuatro tratamientos
luminicos: alto PAR (AP), alto PAR mas RUV (APUV), bajo PAR (BP) y bajo PAR méas RUV
(BPUV) (figura 111.1.1). La irradiancia para AP fue: 460 pmol-m?.s™, para BP: 70 umol-m?%s™
y la RUV fue de 9.6 W-m? de UVA y 0.9 W-m? de UVB. La RUV fue la misma para los
tratamientos luminicos APUV y BPUV. Las dos intensidades de PAR se consiguieron con el
uso de placas difusoras (Plexiglas® gs Weiss 017, que afectan a la cantidad, pero no a la calidad
de esta banda de radiacion). La radiacién PAR se emitid, en todos los casos, con la ldmpara de
halogenuros Optimarc. Se emplearon filtros Ultraphan 395, que eliminan la RUV, para los
tratamientos AP y BP. Para los tratamientos APUV y BPUV se emplearon filtros Ultraphan 295
para eliminar la radiacion UVC emitida por la lampara Optimarc (material y métodos: figura
M.3.A). La RUV se consigui6 con el uso de 1 lampara Philips TL40W/12 y 2 Q-Panel. La
fuente de luz PAR se coloco en la parte superior de los cultivos y la fuente de RUV procedia de
los laterales de los cultivos, por lo tanto los filtros neutros se colocaron de manera que
interferian Unicamente con la radiacion PAR procedente de la parte superior del sistema de
incubacion. Transcurridas las 48 horas, los talos se sometieron a un periodo de recuperacion en
una irradiancia PAR baja de 10 pmol-m?.s™ durante otras 24 horas y fue la misma para los 4
tratamientos luminicos. Los talos empleados para este experimento fueron recolectados el 4 de
abril de 2000 y mantenidos durante una semana en precultivo a 15° C, empleando agua de mar
filtrada y enriquecida con Provasoli con burbujeo de aire constante y a una irradiancia PAR de
70 pmol-m?2s™. Se cambid el medio al dia 6 de precultivo. Se midié el rendimiento cuantico
efectivo y el amortiguamiento no fotoquimico inicial, tras 2, 4, 6, 8, 24, 31 y 48 horas del
periodo de exposicion y a los 30 minutos, 2, 4, 6, 8 y 24 horas del periodo de recuperacion.
También se midié la concentracion inicial de pigmentos (clorofila a y ficobiliproteinas) y la de
proteinas solubles; y se analizd la concentracion tras 24 y 48 horas del periodo de exposicion y
tras las 24 horas del periodo de recuperacion. Por ultimo, se determiné el contenido inicial de

MAAs, y el contenido tras 48 horas de exposicidn y 24 horas de recuperacidon (figura 111.1.1).
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APUV AP BPUV BP (LUZ CONTINUA)
| | } |

<+—Placa difusora

™
<—Filtros Ultraphan

Flujos de aire

Equipo de refrigeracion

Tiempos de muestreo:

Amortiguamiento no fotoquimico 2,4,6,8, 24,31, 48 h exposicion

Rendimiento cuéntico efectivo Inicial
8,2
0.5, 2, 4, 6, 8, 24 h recuperacion

Compuestos nitrogenados:
¢ Clorofilaa Inicial
L . = 24,48 h exposicion
» Ficobiliproteinas 24 h recuperacion
¢ Proteinas solubles Inicial
e MAAS 48 h exposicion

24 h recuperacion

Figura I11.1.1. Esquema del disefio experimental.

I11.1.2. Resultados:
Respuesta fotosinteética:

En el tratamiento luminico de BP durante el periodo de experimentacion el rendimiento
cuantico efectivo no varid significativamente (p>0.05), se mantuvo en torno al valor inicial que
fue de 0.6+0.07. En el tratamiento de AP existieron caidas significativas (p<0.05) del
rendimiento durante la exposicion, se pueden diferenciar dos fases: desde las primeras 2 a las 6
horas y desde las 24 horas hasta el final del periodo (figura 111.1.2.A). Sin embargo, en el
periodo de recuperacion en una irradiancia PAR baja se recuperd rapidamente el rendimiento,
alcanzando el valor inicial a los 30 minutos y manteniéndose en el resto del periodo de
recuperacion (figura 111.1.2.B). En el tratamiento APUV también se pueden diferenciar dos fases
de caida del rendimiento en el periodo de exposicion, pero en este caso la primera de ella
comprende las 4 primeras horas y la siguiente fase el resto del periodo de exposicion (figura
[11.1.2.A). En el periodo de recuperacion también se pueden distinguir dos fases en el
tratamiento APUV, los primeros 30 minutos con un 68% de recuperacion respecto al inicial y el
resto del periodo en el que se alcanza de nuevo el valor del inicio del experimento (figura
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111.1.2.B). En el tratamiento BPUV no se produjo una caida significativa (p>0.05) del

Capitulo HI

rendimiento durante las primeras 8 horas de exposicion, sin embargo, tras las 24 horas se
observo una caida significativa (p<0.05) que se mantuvo el resto del periodo de exposicion. La
recuperacion total del rendimiento se produjo a partir de las 2 horas de recuperacion. Fijando el
tiempo, el comportamiento del rendimiento fue el mismo para las 24, 31 y 48 horas de
exposicion, los menores rendimientos fueron los de AP y APUV, no se observaron diferencias
significativas entre ellos (p>0.05), le siguid el tratamiento BPUV y por Ultimo el BP (figura
I11.1.2.A). A partir de las 8 horas del periodo de recuperacion no se observaron diferencias

significativas entre tratamientos (p>0.05) (figura 111.1.2.B).
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Figura 111.1.2. Porcentgjoera(sje caida (A) y recuperacion (B) del rendim?e()r'rl?(s) cuantico efectivo
(Dpgi) en P. leucosticta tras un periodo de 48 horas de exposicion a los cuatro tratamientos
luminicos (APUV, BPUV, AP y BP) y un periodo de recuperacion de 24 horas en una irradiancia
PAR baja.

El amortiguamiento no fotoquimico (gN) se incremento significativamente a las 24 horas de
exposicion en todos los tratamientos luminicos, pero en menor porcentaje en el tratamiento BP,
dichos valores se mantuvieron hasta el final del periodo de exposicion, y decrecieron

significativamente hasta igualar el valor inicial en todos los tratamientos tras el periodo de

recuperacion (p<0.05) (figura 111.1.3).
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Figura 111.1.3. Amortiguamiento no fotoquimico (gN) al iniciar el experimento y tras 24 y 48

horas de exposicidn y 24 horas de recuperacion en P. leucosticta.
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Contenido pigmentario (clorofila a y ficobiliproteinas):

La concentracién de clorofila a cay6 significativamente (p<0.05) a las 24 horas de
exposicion en el tratamiento BPUV. En los tratamientos BP, AP y APUV no se observaron

diferencias significativas (p>0.05) a lo largo del tiempo (figura 111.1.4).

O Inicial m24h exp. @48h exp. @ 24h rec.

AP BP APUV BPUV
Figura 111.1.4. Concentracién de clorofila a al iniciar el experimento y tras 24 y 48 horas de

exposicion y 24 horas de recuperacién en P. leucosticta.

La concentracion de ficoeritrina (FE) no vario a lo largo del periodo de experimentacion en
los tratamientos AP y BP (p>0.05). En el tratamiento APUV la concentracion de FE tras 48
horas de exposicién fue inferior que el valor inicial (p<0.05). En el tratamiento BPUV se

observé una disminucion significativa de la concentracion de FE tras el periodo de recuperacion

(p<0.05) (figura I11.1.5).

OInicial m24h exp. @48h exp. @ 24h rec.

FE (mg-g™* PS)

AP BP APUV BPUV

Figura 111.1.5. Concentracion de ficoeritrina al iniciar el experimento y tras 24 y 48 horas de

exposicion y 24 horas de recuperacién en P. leucosticta.

La concentracién de ficocianina (FC) no varié significativamente (p>0.05) respecto al valor

inicial a lo largo del periodo de experimentacion (exposicion y recuperacion) en los tratamientos
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luminicos AP, BP y APUV. En el tratamiento BPUV se observd una caida significativa

(p<0.05) de la concentracion después de las 24 horas de recuperacion (figura 111.1.6).
1

O Inicial m24h exp. @48h exp. m24h rec.
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. AP BP - APUV = BPUV
Figura 111.1.6. Concentracion de ficocianina al iniciar el experimento y tras 24 y 48 horas de

exposicion y 24 horas de recuperacion en P. leucosticta.

La relacion FE/FC no vari6 a lo largo del tiempo en el tratamiento BPUV (se mantuvo en
torno a 3.3) (p>0.05). En AP y BP se produjo una caida significativa de dicha relacion (p<0.05)
después de las 24 horas de exposicion, que se mantuvo durante el resto del experimento. En
APUV se produjo una caida significativa respecto al inicial a las 48 horas de exposicion
(p<0.05). Fijando el tiempo, a las 24 horas de recuperacion la relacion en BP fue

significativamente inferior que en APUV y en BPUV (p<0.05) (figura 111.1.7).
5

45 | Olnicial m24h exp. @48h exp. @24h rec.

AP BP APUV BPUV
Figura 111.1.7. Relacion FE/FC al iniciar el experimento y tras 24 y 48 horas de exposicion y 24

horas de recuperacion en P. leucosticta.

Acumulacién de proteinas solubles:

La concentracion de proteinas solubles no varid significativamente respecto al valor inicial
a lo largo del periodo de experimentacion (exposicion y recuperacién) en ninguno de los

tratamientos luminicos. Fijando el tiempo, tampoco se observaron diferencias significativas
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entre tratamientos para ninguno de los casos (p>0.05). La concentracion estuvo en torno a 11

mg-g™'PS (datos no mostrados).
Contenido de MAAs:

La concentracién de MAAs fluctud a lo largo de las primeras 24 horas de exposicion a los
cuatro tratamientos luminicos. Las fluctuaciones no siguieron ningun patron, simplemente
fueron subidas y bajadas del contenido interno de MAAs quizd guiadas por un proceso de
regulacion osmatica (datos no mostrados). A las 24 horas de exposicion la concentracion interna
parece que se comenzaba a estabilizar, por ello, se muestra la concentracidn después de 48 horas

de exposicion y tras 24 horas de recuperacion (figura 111.1.8).

Se identificaron principalmente 4 tipos de MAAs, shinorine, porphyra-334, palythine y
asterina-330. EI 85% de la concentracion inicial estuvo representado por porphyra-334, los otros
tres MAAS supusieron aproximadamente un 5% del total cada uno de ellos. A medida que
avanzaba el periodo de exposicion y recuperacion, las proporciones de asterina-330 y palythine
se mantuvieron en torno al 5%. Sin embargo, variaron las proporciones de porphyra-334 y
shinorine, a medida que uno aumentaba en proporcion el otro disminuia, resultados que se
muestran en las figuras 111.1.9.A, B. Se determind una correlacion negativa entre shinorine y

porphyra-334 (coeficiente de correlacion de Pearson de r=-0.980; p<0.01; n=9).

La concentracién inicial de MAAs fue 6.71+0.25 mg-g™ PS. Tras las 48 horas de exposicion
a los 4 tratamientos luminicos la concentracién cayo significativamente en todos los casos. Esta
caida fue menor y de igual magnitud para los tratamientos BP y BPUV (alrededor de un 30%),
seguida del tratamiento AP (39%) y por altimo, la mayor caida del contenido interno se produjo
en el tratamiento APUV (68%). Tras el periodo de recuperacion en una irradiancia PAR baja, el
contenido interno se mantuvo respecto al valor a las 48 horas de exposicion en los tratamientos
AP y APUV. Sin embargo, en los tratamientos BP y BPUV tras el periodo de recuperacion el
contenido de MAAs continué cayendo hasta un 60% respecto a las 48 horas de exposicion
(figura 111.1.8).
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Figura 111.1.8. Concentracién de MAAs al iniciar el experimento, tras 48 horas de exposicién y

tras 24 horas de recuperacion en P. leucosticta.

En los tratamientos AP, BP y APUV la proporcion de shinorine se incrementd
significativamente a las 24 horas de recuperacion (p<0.05). En el tratamiento BPUV la
proporcidén de shinorine se incremento significativamente después de las 48 horas de exposicion
y se mantuvo hasta después del periodo de recuperacion. A las 24 horas de recuperacion la
proporcion de shinorine en el tratamiento luminico BP fue inferior que en el resto de
tratamientos (p<0.05) (figura 111.1.9.A).

En los tratamientos luminicos AP y BP se produjo una caida significativa de la proporcion
de porphyra-334 después de las 24 horas de recuperacién (p<0.05). En los tratamientos APUV y
BPUV la caida ya se habia producido a las 48 horas de exposicion (p<0.05), y ésta continué en
el tratamiento APUV en el periodo de recuperacién y se mantuvo el valor en el tratamiento
BPUV (figura 111.1.9.B).
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Figura 111.1.9. Proporcion relativa de shinorine (A) y porphyra-334 (B) respecto al total de
MAA:s al iniciar el experimento, tras 48 horas de exposicion y tras 24 horas de recuperacion en

P. leucosticta.
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Relacion MAAs-rendimiento cuantico efectivo-dosis de radiacion:
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Figura 111.1.10. Rendimiento cuantico efectivo y concentracién de MAAs en funcidn a la dosis

recibida tras 48 horas de exposicién en P. leucosticta.
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Figura 111.1.11. Relacion entre el rendimiento cuantico efectivo normalizada con la dosis

recibida frente al contenido de MAAs tras 48 horas de exposicion en P. leucosticta.

Conforme aumentaba la dosis de radiacion recibida por los talos de P. leucosticta se
observaba una caida en el rendimiento cuantico efectivo y también en el contenido de MAAs
(figura 111.1.10).

Se encontr6 una relacion entre el rendimiento cuéntico efectivo normalizado con la dosis de
radiacion recibida frente al contenido de MAAs, que se puede ajustar perfectamente a una
funcion de tipo saturante, con una pendiente inicial de la curva muy elevada, que indica que
pequefios incrementos en el rendimiento cuantico efectivo/dosis derivan en un aumento mucho
mas brusco del contenido interno de MAAs. Sin embargo, a valores mayores de
rendimiento/dosis la acumulacién de MAAs se satura. La saturacion se alcanza a 5 mg-g~PS
(figura 111.1.11). Esta relacion nos indicaria ademas de manera global, que cuando se aplican
dosis de radiacion elevadas que provocan caidas en el rendimiento cuantico efectivo, los talos
serian capaces de responder de manera mas notable con una gran plasticidad en la acumulacion
de MAA:s.
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111.2. Efecto a corto plazo de fuentes artificiales de RUV y PAR sobre la acumulacion de

MAAs y el estado fotosintético en dos fototipos de P. columbina (sol y sombra).

111.2.1. Disefio experimental:

Se mantuvieron talos de la especie P. columbina en cilindros de metacrilato (Plexiglas®)
transparentes a la RUV, en una camara de cultivo Sanyo MLR 350 instalada en la Estacion de
Fotobiologia Playa Union (Argentina). La temperatura se controlé a 15° C, los cilindros estaban
sometidos a un burbujeo con aire constante y se emple6 como medio de cultivo agua de mar
filtrada tomada de la Playa de Barrancas Blancas el mismo dia de recoleccidn de los talos, el 24
de octubre de 2001. Se recolectaron dos grupos de algas, un grupo situado en la parte méas
expuesta del intermareal rocoso, estos talos se caracterizaban por estar muy poco pigmentados
(grupo tipo sol) y otro grupo cuyo habitat era una zona rocosa sombreada y los talos se
caracterizaron por estar muy pigmentados (grupo tipo sombra). Los talos se mantuvieron en
precultivo a 50 pmol-m2s™ de PAR durante 6 dias. Transcurrido este tiempo se cambi6 el
medio y se expusieron las algas a los tratamientos luminicos P, PA y PAB durante 48 horas en
continuo (figura 111.2.1). Las irradiancias para estos tratamientos fueron de 300 pmol-m?%s™ de
PAR, 15 W-m? de UVA y 0.9 W-m”? de UVB para el caso de las algas tipo sombra; y 114
pmol-m?.s™ de PAR, 5.7 W-m? de UVA y 0.3 W-m™de UVB para el caso de las algas tipo sol.
Las fuentes de luz fueron lamparas fluorescentes Truelite (PAR) y ldmparas Q-Panel (RUV). La
atenuacion de la irradiancia se consiguid para el grupo sol empleando filtros neutros que
cortaban un 62% de la radiacion incidente. Transcurridas las 48 horas de exposicion se apagaron
las lamparas de RUV y se empled una radiacion PAR de 30 umol-m?s™ para todos los casos

(sol y sombra) durante un periodo de recuperacién de 24 horas en continuo.

Se midié para los dos grupos de algas, tipo sol y sombra, el rendimiento cudntico éptimo
(FW/Frm) y el amortiguamiento no fotoquimico (gN) al iniciar el experimento y después de 24 y
48 horas de exposicion y tras las 24 horas de recuperacion. También se analizé el contenido de
clorofila a y de MAAs al iniciar el experimento y tras las 24 y 48 horas de exposicion y las 24
horas de recuperacion. El contenido de ficobiliproteinas se analizé al iniciar el experimento y

tras finalizar tanto el periodo de exposicién como el de recuperacion (figura 111.2.1).

Con este experimento se pretendia estudiar si las plantas que habian crecido en su habitat
natural con una baja irradiancia (tipo sombra) eran capaces de adaptarse a unas condiciones de
RUV mas extremas y en consecuencia, cdmo influian los MAAs en esta posible capacidad de
fotoproteccién. También se estudiaria cual era el comportamiento de los talos tipo sol cuando se
les sometia a unas irradiancias no fotoinhibitorias en términos de respuesta fotosintética y
contenido de MAAs.
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Figura 111.2.1. Representacion esquematica del experimento realizado con P. columbina en la

camara de cultivo Sanyo MLR 350.

111.2.2. Resultados:

Respuesta fotosinteética:

El rendimiento cuantico dptimo inicial para las algas tipo sol y tipo sombra fue el mismo,
pero el comportamiento después del periodo de exposicién y recuperacion fue distinto para los

dos grupos de algas. Se observé una caida significativa (p<0.05) del rendimiento a las 24 horas

de exposicion a los tratamientos luminicos PAB y PA

esta caida se mantuvo a las 48 horas, sin embargo, en

rendimiento respecto al valor inicial se produjo después de las 48 horas de exposicién (p<0.05).
En ambos casos y para ambos tratamientos (PAB y PA), se recuperd significativamente el F./F,
hasta alcanzar de nuevo el valor inicial después del periodo de recuperacion a baja irradiancia

de PAR. En el tratamiento P para las algas de tipo sombra la caida se produjo a las 24 horas de

exposicion (p<0.05), recuperdndose posteriormente
caida para las algas tipo sol después de las 24 horas d

que en los demas casos (p<0.05) (figura 111.2.2.A,B).

138

48 h exposicidn
24 h recuperacion

en las algas pertenecientes al tipo sombra,

las algas tipo sol la caida significativa del

el rendimiento, también se observé una

e exposicion aunque esta caida fue menor



Capitulo HI
. 6SOMBRA (A) Olinicial @24h exp. B48h exp. E@24h rec. SOL (B)

. 0.6
o
£05 | 05 |
Q.
0
304 0.4 |
c
\©
30.3 0.3 -
[
§0.2 1 0.2 |
E
2
$0.1 1 0.1
ad

0 0

PAB PA P PAB PA P

Figura I11.2.2. Rendimiento cuantico éptimo (F./F) para las plantas tipo SOMBRA (A) y SOL
(B) al iniciar el experimento y tras 24 y 48 horas de exposicion y 24 horas de recuperacion para

P. columbina.

El amortiguamiento no fotoquimico (gN) inicial fue de 0.6 para ambos grupos de algas, y no
vario significativamente a lo largo del cultivo en ninguno de los tratamientos luminicos

(p>0.05) (datos no mostrados).
Contenido pigmentario (clorofila a y ficobiliproteinas):

La concentracion inicial de clorofila a fue la misma para los dos grupos de algas empleadas
en este experimento. A lo largo del tiempo no se observaron diferencias significativas en la
concentracion de clorofila a para ninguno de los tratamientos luminicos, tanto para las plantas
tipo sombra como para las de tipo sol (p>0.05). A pesar de no detectarse diferencias
significativas, se observo en el conjunto de datos, que la concentracion de clorofila a en las

algas tipo sol fue ligeramente inferior que en las de tipo sombra (figura 111.2.3.A,B).

SOMBRA (A) Olnicial ®24h exp. E48h exp. E24h rec. SOL (B)
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Figura 111.2.3. Concentracion de clorofila a para las plantas tipo SOMBRA (A) y SOL (B) al
iniciar el experimento y tras 24 y 48 horas de exposicidn y 24 horas de recuperacién para P.

columbina.
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La concentracion inicial de ficoeritrina (FE) y, en consecuencia la de ficobiliproteinas (FB),
fue inferior significativamente en los talos de tipo sol que en los talos de tipo sombra (p<0.05).
La concentracidn inicial de ficocianina (FC) no difiri6 entre los dos grupos de algas empleadas
en el experimento, ni tampoco se detectaron diferencias significativas en el valor inicial de la
relacién FE/FC (p>0.05). Después de las 48 horas de exposicion no se detectaron diferencias
significativas entre los dos grupos de algas para ninguno de los tratamientos luminicos aplicados
en ninguna de estas medidas (FE, FC, FB y FE/FC) (p>0.05). Tras el periodo de recuperacién,
solo se detectaron diferencias significativas en el valor de FE/FC para el tratamiento luminico P,
el valor para las algas de tipo sol fue inferior que para las algas de tipo sombra (p<0.05) (figura
111.2.4.A,C).

El contenido de FC no vari6 significativamente a lo largo del tiempo para las algas tipo
sombra en los tratamientos luminicos PA y P (p>0.05). En PAB se produjo un incremento
significativo de la concentracion de FC y FE, y en consecuencia de FB, tras las 24 horas del
periodo de recuperacion (p<0.05). En PA la concentracion de FE, y de FB, y la relacion FE/FC
cayeron significativamente respecto al valor inicial a las 48 horas de exposicion (p<0.05),
aungue se produjo un ligero incremento en el contenido interno tras el periodo de recuperacion,
llegando a igualarse de nuevo al valor inicial. En el tratamiento luminico P también cay6
significativamente la concentracién de FE tras la exposicion (p<0.05), pero en este caso se
mantuvo el valor tras la recuperacion. La relacion FE/FC también fue inferior

significativamente tras la recuperacion en P (figura 111.2.4.SOMBRA).

Para las algas tipo sol no se observaron diferencias significativas en el contenido interno de
FC a lo largo del tiempo en ninguno de los tratamientos luminicos (p>0.05). Las FE si variaron
significativamente en los tratamientos PAB y P. Tras las 24 horas de recuperacion se produjo
una incremento de la concentracion interna de FE y de FB en PAB respecto al valor de
concentracion a las 48 horas de exposicion (p<0.05). Sin embargo, en P se produjo una caida de
la concentracién de FE y de la relacion FE/FC a las 24 horas del periodo de recuperacién
respecto al valor inicial (p<0.05) (figura 111.2.4.SOL)).
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Figura I11.2.4. Contenido de ficoeritrina (A), ficocianina (B), ficobiliproteinas (C) y relacion
FE/FC (D) para las plantas tipo SOMBRA (graficos de la izquierda) y SOL (gréaficos de la
derecha) al iniciar el experimento, tras 48 horas de exposicidn y tras 24 horas de recuperacion

para P. columbina.

Contenido de MAAs:

Tras el periodo de precultivo la concentracion de MAAs fue significativamente superior en
los talos que habian estado menos expuestos en el medio natural (tipo sombra) que aquellos que
habitaron una zona de mayor exposicion solar (tipo sol) (p<0.05). Tras las 48 horas de
exposicion en el experimento no se detectaron diferencias significativas para cada uno de los
tratamientos entre las algas que habian estado mas y menos expuestas en el momento de su

recoleccién. Lo mismo ocurrio tras las 24 horas de recuperacién (p>0.05) (figura 111.2.5.A,B).

Tras las 48 horas de exposicion en las algas tipo sombra se observé una caida significativa

en todos los tratamientos con respecto al valor inicial (p<0.05), manteniéndose ese contenido

141



Nathalie Korbee Peinado. Tesis Doctoral

interno después de las 24 horas de recuperacion en todos los tratamientos (p>0.05) (figura
[11.2.5.A).

En las algas tipo sol no se observaron diferencias significativas a lo largo del tiempo en los
tratamientos PA y P (p>0.05), sin embargo, en el tratamiento PAB se observd una caida
significativa de la concentracion interna tras las 48 horas de exposicion (p<0.05) y este valor se

mantuvo después del periodo de recuperacion (figura 111.2.5.B).

SOMBRA (A) O Inicial E48h exp. E24h rec. SOL (B)

T T T

N

MAAs (mg-g* PS)
N w

PAB PA P PAB PA P
Figura 111.2.5. Contenido de MAAs para las plantas tipo SOMBRA (A) y SOL (B) al iniciar el

experimento, tras 48 horas de exposicidn y tras 24 horas de recuperacion para P. columbina.

Se analizé el comportamiento de los dos MAAs méas abundantes, shinorine y porphyra-334.
Aunque también se identificd mycosporine-gly, palythine y asterina-330 en todas las muestras,

pero estos tres Gltimos en una proporcion que no llegd en ninguno de los casos al 1% del total.

Shinorine represent6 aproximadamente un 15% del total de MAAs inicial en las algas tipo
sombra, mientras que en las de tipo sol representd hasta un 20% del inicial. Porphyra-334 estaba
presente en un 85% en el valor inicial de MAASs para las algas tipo sombra y en un 80% en las
de tipo sol (figura 111.2.6.A,B). Se determiné una correlacion negativa entre shinorine y
porphyra-334 (r=-0.998; p<0.01; n=14).

Mientras que en las algas de tipo sol no se observaron diferencias significativas (p>0.05) en
la proporcion relativa de shinorine a lo largo del tiempo para ninguno de los tratamientos (figura
111.2.6.B), en las de tipo sombra se detectd un incremento en la presencia de shinorine en
paralelo a un descenso del porcentaje de porphyra-334 después de 48 horas de exposicion en los
tratamientos PA y P (p<0.05). Los valores se mantuvieron después del periodo de recuperacion
para estos tratamientos. Sin embargo, en el tratamiento luminico PAB los porcentajes iniciales
se mantuvieron a las 48 horas de exposicion, pero a las 24 horas de recuperacion el

comportamiento fue el mismo que en los casos anteriores, parece que en este ultimo tratamiento
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la presencia de radiacion UVB impidiese el incremento de shinorine (figura 111.2.6.A). Las

variaciones que se produjeron en la composicion de ambos MAAs (shinorine y porphyra-334),

en los talos de tipo sombra estuvieron encaminadas a alcanzar las mismas proporciones relativas

que poseian las plantas de tipo sol.

SOL (B)

24h rec.

OlInicial E48h exp.

SOMBRA (A)

T T
(=] 1o} o

3ULIOUIYS %

yeg-eifydiod %

PA

PAB

PA

PAB

Figura I11.2.6. Porcentaje de shinorine y porphyra-334 para las plantas tipo SOMBRA (A) y SOL

(B) al iniciar el experimento, tras 48 horas de exposicion y tras 24 horas de recuperacion para P.

columbina.
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111.3. Efecto a corto plazo de la radiacion solar (RUV y PAR) en Porphyra columbina sobre
la acumulacion de MAAs y el estado fotosintético.

111.3.1. Disefio experimental:

Experimento de 72 horas de duracion en el que se cultivé el alga P. columbina bajo
radiacion solar en un tanque de incubacion con un flujo continuo de renovacion de agua para la
refrigeracion de los cultivos, este tanque se situ6 en el exterior de la Estacion de Fotobiologia
Playa Union (Argentina). Para el desarrollo de este experimento se emplearon talos de P.
columbina recolectados el 16 de octubre de 2001. El precultivo durd 5 dias y se realiz6 en el
interior de la cdmara de cultivo Sanyo MLR 350 a una irradiancia de 65 pmol-m?.s™, a 15° C de
temperatura y bajo un fotoperiodo de 12:12 (luz:oscuridad). EI medio de cultivo empleado fue
agua de mar natural filtrada. Tras el precultivo se expusieron los talos a 4 tratamientos
luminicos: PAB, un 25% de PAB, PA y P, para atenuar la irradiancia en el segundo de los

tratamientos se emplearon dos mallas metalicas superpuestas (figura I11.3.1.A).

Las dosis medias diarias que recibieron los talos fueron 8500 KJ-m? (PAR), 1250 KJ:-m?y
28 KJ:-m? (UVA y UVB, respectivamente). Las irradiancias medias fueron 1000 umol-m?s™
(PAR), 32 W-m? (UVA) y 0.72 W-m? (UVB).

Se midio el rendimiento cuéntico 6ptimo (F./Fy) y el amortiguamiento no fotoquimico (qN)
al iniciar el experimento y después de 24 y 72 horas de experimentacion. Se tomaron muestras
también al inicio y tras 24 y 72 horas para el célculo de la concentracion de pigmentos
fotosintéticos (clorofila a y ficobiliproteinas) y para determinar el contenido interno de MAAS
(figura 111.3.1.B).

Radia%'én solar

Y~
4 % .
L Y \ Malla metalica
+
L5 S S /)2 J /) 2957

= i L

Flujos de aire

Refrigeracion

Figura I11.3.1.A Esquema del disefio experimental.
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Tiempos de muestreo:

Rendimiento cuéntico 6ptimo 7 {Inicial

Amortiguamiento no fotoquimico 24, 72 h exposicion

Compuestos nitrogenados:
» Clorofilaa Jilnicial
. MAAS 24, 72 h exposicion

» Ficobiliproteinas

Figura 111.3.1.B. Variables medidas y tiempos de muestreo.

111.3.2. Resultados:
Respuesta fotosintética:

El rendimiento cuéntico Optimo cayd significativamente después de 24 horas de
experimentacion en todos los tratamientos luminicos y continud cayendo significativamente
respecto al valor anterior también en todos los tratamientos (p<0.05), excepto en PA, en el que
se mantuvo la caida de las 24 horas de exposicion. Fijando el tiempo de muestreo, no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos para el valor del rendimiento a las 24
horas de exposicion (p>0.05), a las 72 horas se observé que el rendimiento cuantico dptimo en
el tratamiento 25% PAB fue significativamente superior que en los demas tratamientos (p<0.05)
(figura 111.3.2.A).

El amortiguamiento no fotoquimico (gN) se incrementd significativamente después de 24
horas de exposicion en los tratamientos PAB y PA (p<0.05), manteniéndose el valor hasta el
final del experimento. En el tratamiento 25% PAB el gN fue significativamente superior
después de las 72 horas que a las 24 horas de experimentacion (p<0.05). En el tratamiento P no
se observaron diferencias significativas a lo largo del periodo de experimentacion (p>0.05).
Fijando el tiempo de muestreo, a las 24 horas de exposicion el valor de gN fue
significativamente inferior en el tratamiento 25% PAB que en el resto de tratamientos (p<0.05).
A las 72 horas el amortiguamiento fue inferior significativamente en los tratamientos P y 25%
de PAB que en los tratamientos PAB y PA (p<0.05) (figura 111.3.2.B).
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Figura 111.3.2. Rendimiento cuantico 6ptimo (F,/F,) (A) y amortiguamiento no fotoquimico (qN)
(B) al iniciar el experimento y tras 24 y 72 horas de exposicion a los tratamientos PAB, 25%

PAB, PA y P bajo radiacion solar para P. columbina.

Contenido pigmentario (clorofila a y ficobiliproteinas):

La concentracion de clorofila a no varid significativamente a lo largo del tiempo en los
tratamientos 25% PAB y P (p>0.05). En el tratamiento luminico PAB se detectd una caida
significativa respecto al valor inicial después de las 72 horas de experimentacion (p<0.05), en el
tratamiento PA la caida fue significativa a las 24 horas (p<0.05) y se mantuvo este valor hasta el
final del experimento (figura 111.3.3).
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Figura 111.3.3. Concentracién de clorofila a al iniciar el experimento y tras 24 y 72 horas de

exposicion a los tratamientos PAB, 25% PAB, PA y P bajo radiacidn solar para P. columbina.

La concentracion de ficoeritrina (FE) cay6 significativamente respecto al valor inicial
después de las 72 horas de exposicion en el tratamiento PAB y se increment? significativamente
después de las 72 horas en el tratamiento P (p<0.05) (figura 111.3.4.A). La concentracion de
ficocianina (FC) cayd significativamente en el tratamiento PAB a las 24 horas de exposicion
(p<0.05) y este valor se mantuvo hasta el final del experimento. Sin embargo, en el tratamiento
P se produjo una caida significativa después de las 24 horas de exposicion, pero el contenido

interno se incremento de nuevo a las 72 horas (p<0.05) hasta alcanzar el valor del inicio. En el
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tratamiento luminico PA se detectd una caida significativa del contenido de FC después de las
72 horas de experimentacion (p<0.05). El contenido de FE y FC no varid significativamente a lo
largo del periodo de experimentacion en el tratamiento de 25% de PAB (p>0.05) (figura
111.3.4.B). La relacion FE/FC se situd en torno a 1 en todos los casos, sin observarse diferencias

significativas entre tratamientos ni en el tiempo (p>0.05) (datos no mostrados).
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2.5 2.5
o —~
a2 n 2] T T T T
- 2}
> T T T -
£15 o5 -
w E
Lo O 1
s
0.5 0.5
0 T T 0 T T
PAB 25% PAB PA P PAB 25% PAB PA P

Figura 111.3.4. Concentracién de ficoeritrina (A) y ficocianina (B) al iniciar el experimento y tras
24 y 72 horas de exposicion a los tratamientos PAB, 25% PAB, PA y P bajo radiacion solar para

P. columbina.

Contenido de MAAs:

En los tratamientos PAB y PA el contenido de MAAs no vario significativamente a lo largo
del tiempo (p>0.05). Sin embargo, para el 25% de PAB se produjo una caida significativa de la
concentracion de MAAs tras las 72 horas de experimentacion respecto al inicial y en el
tratamiento P se incrementd la concentracion tras las 72 horas respecto al valor tras las 24 horas

de exposicion (p<0.05).

A las 24 horas de exposicion no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos
(p>0.05). Sin embargo, tras las 72 horas de exposicion el contenido de MAAs en P fue
significativamente superior que en los demas tratamientos (p<0.05), y el contenido en PA fue

significativamente superior que en el tratamiento del 25% de PAB (p<0.05) (figura 111.3.5).
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Figura 111.3.5. Concentracion de MAAs al iniciar el experimento y tras 24 y 72 horas de

exposicion a los tratamientos PAB, 25% PAB, PA y P bajo radiacién solar para P. columbina.

Los extractos para MAAS se componian aproximadamente de un 83% de porphyra-334 y de
un 16% de shinorine. Del resto, hasta alcanzar el 100% formaban parte una pequefia proporcion
de mycosporine-gly, palythine y asterina-330. No se observaron diferencias significativas a lo
largo del periodo de experimentacion ni en el porcentaje de porphyra-334 ni en el de shinorine.
Excepto a las 24 horas de exposicion, en la que el porcentaje de shinorine fue significativamente
inferior en P que en PAB (total y 25%) y el de porphyra-334 significativamente superior
(p<0.05) (figura 111.3.6.A,B). Se observd una correlacion negativa entre el contenido de

shinorine y el de porphyra-334 (r=-0.995; p<0.01; n=9).
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Figura 111.3.6. Proporcidn relativa de shinorine (A) y porphyra-334 (B) al iniciar el experimento
y tras 24 y 72 horas de exposicion a los tratamientos PAB, 25% PAB, PA y P bajo radiacion

solar para P. columbina.
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I11.4. Discusion.
I11.4.1. Respuesta fotosintética:

En periodos de tiempo cortos y estando ambas fases macroscopicas (haploides) proximas a
desaparecer, P. columbina y P. leucosticta presentaron diferentes estrategias de aclimatacion a
las altas irradiancias PAR y RUV, a pesar de que en ambos casos se observo una fotoinhibicion
dinamica (Hanelt, 1998), puesto que tras el periodo de recuperacion en una irradiancia PAR baja
se produjo una recuperacion completa del rendimiento cuéantico. Cabe destacar que en el afio
2000 los talos de P. leucosticta a pesar de haber sido recolectados a principios del mes de abril,
se encontraban mas préximos a su desaparicién que los de P. columbina, ademés el

recubrimiento rocoso por parte de los primeros de ellos era muy escaso.

En P. leucosticta se observd una caida rapida y brusca del rendimiento cuantico efectivo
cuando los talos se exponen durante 48 horas en continuo a una fuente artificial de radiacion, la
caida fue del 85% respecto al valor inicial (0.6) en el tratamiento APUV, caracterizado por una
IBE calculada para la fotosintesis (Fork, 1963) de 322 pmol-m?s® y de 4.9 W-m? para
fotoinhibicién (Jones y Kok, 1966). Y en P. columbina tras la exposicion de 48 horas a una IBE
para fotosintesis (Fork, 1963) de 203 pmol-m?.s™y de 5.2 W-m™ para fotoinhibicién (Jones y
Kok, 1966), se produjo una caida del rendimiento mucho menor, del 19% respecto al valor
inicial (0.5). Ademas se observo que entre los mecanismos de aclimatacion en los ejemplares de
P. leucosticta se ponia de manifiesto la disipacion térmica de la energia de excitacion (reflejada
en el valor de gN), mientras que este mecanismo no entraba en juego en P. columbina. Tampoco
se observaron grandes caidas del rendimiento fotosintético cuando P. columbina se la exponia a
la radiacion solar directa, a pesar de que la IBE media para fotoinhibicion (Jones y Kok, 1966)
era superior a los casos anteriores, la mayor de las caidas se produjo en PAB tras las 72 horas de

exposicion y fue del 48% del valor inicial (0.6).

En un intento de identificar qué otros mecanismos estarian interviniendo en el proceso de
aclimatacion, se analizo la influencia de la composicidn pigmentaria y del contenido interno de
MAAs. El contenido inicial de clorofila a y FE fue aproximadamente un 53 y un 65% inferior,
respectivamente, en la incubacion de los talos de P. columbina a una fuente artificial de
radiacion luminica gque en los de P. leucosticta. Y el contenido de FC fue muy similar en ambas
especies. Segln apuntaron otros autores, las FB podrian ejercer una funcion fotoprotectora
induciendo cambios conformacionales tanto en el cromé6foro como en la parte apoproteica de las
mismas (Talarico y Maranzana, 2000). Sin embargo, como se apuntd anteriormente los
ejemplares de P. columbina se caracterizaron por una menor fotoinhibicion de la fotosintesis,

por lo tanto, se concluye que estos pigmentos no estaban interviniendo en el proceso de
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aclimatacion. De hecho, otros autores han relacionado un bajo contenido de ficobiliproteinas
con una menor sensibilidad ante los dafios provocados por la RUV, ya que absorberian menos
RUV vy los efectos negativos a nivel fisiolégico y metabdlico serian menores (Aguilera et al.,
1999a). Respecto a la clorofila a hay autores que afirmaron que este pigmento parecia menos
sensible a la hora de detectar el efecto de las altas irradiancias en experimentos cortos realizados

en algas rojas, que la fluorescencia de la clorofila (Dring et al., 1996).

Se ha comprobado que las moléculas de porphyra-334 y shinorine, cumpliendo con las
caracteristicas fundamentales de un fotoprotector, son capaces de disipar térmicamente la
energia absorbida de la RUV (Shick et al., 2000); cumpliéndose su papel de pantalla de la RUV,
las caidas del rendimiento cuéntico de fluorescencia de la clorofila a deberian ser menores en
presencia de un mayor contenido de MAAs., sin embargo, el contenido de MAAs fue inferior en
los talos de P. columbina que en los de P. leucosticta. Ademas, como se indicé anteriormente
los ejemplares de P. columbina expuestos a radiacion solar presentaron mayores caidas en el
rendimiento fotosintético que los ejemplares de esta misma especie expuestos a radiacion

artificial, a pesar de que la concentracion de MAAS era superior.

Puesto que no se encontr6 una relacion directa entre el contenido pigmentario y de MAAs
con las caidas del rendimiento fotosintético, se penso en la influencia del grosor de los talos en
el proceso de aclimatacion. Los de P. columbina eran de mayor espesor que los de P.
leucosticta, se deduce a partir de la relacion PF/area, que era de 6.88 mg-cm™ en el primero de
los casos (datos propios) y de 5.5 mg-cm™ en el segundo de ellos (Figueroa et al., 1995a). Se ha
postulado que disminuye la eficiencia con que se absorbe la luz al incrementarse el grosor del
talo (Enriquez et al., 1994). Llegados a este punto, se podria asumir que el mayor espesor de los
talos de P. columbina les conduciria a absorber la luz mas ineficientemente que P. leucosticta
(Enriquez et al., 1994), sin embargo, también hay que tener en cuenta que la mayor parte de los
tejidos fotosintéticamente activos se localizan en las partes mas externas de los mismos. Otros
autores han relacionado una disminucion de la absorcion de los talos con el movimiento de los
cloroplastos con el fin de evitar el fotodafio del aparato fotosintético provocado por elevadas
irradiancias, concretamente Dictyota dichotoma los coloca en posicion paralela con respecto a la
luz (Hanelt y Nultsch, 1991). Quiza este mecanismo estuviese mas activo en P. columbina que
en P. leucosticta, y por lo tanto, podria actuar como otro posible mecanismo de adaptacion de P.

columbina a las elevadas irradiancias.
Procesos bifasicos de caidas y recuperacion del rendimiento cuantico:

En P. leucosticta se pueden identificar dos fases tanto en los periodos de caida del

rendimiento cuéntico efectivo como en los periodos de recuperacion en una irradiancia PAR
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baja. Estas se caracterizan por tener una evolucion distinta. En Ulva rotundata fueron descritas
también dos fases y las asociaron durante la fotoinhibicion a la separacion de dos componentes,
por un lado los procesos de disipacion de energia (fotoproteccion) y por el otro el dafio
provocado en el PSII por el exceso de energia de excitacion (Franklin et al., 1992). En la
recuperacion se observaron también dos fases claras (Hanelt et al., 1997a). Otros autores
determinaron que la caida del rendimiento cuéntico 6ptimo a medida que transcurria el tiempo
de exposicion seguia una evolucién lineal en Phaseolus vulgaris (Greer et al., 1986) o
evolucionaba mediante una funcion de casi primer orden en Monstera deliciosa (Demmig y
Bjorkman, 1987). Sin embargo, Bose y colaboradores (1988) también determinaron dos fases en
la caida de la F, después de un corto periodo de 1 hora de exposicion a 2000 pmol-m2.s™ en dos
especies de Porphyra, P. nereocystis (tipo sombra) y P. perforata (tipo sol), también observaron
dos fases en el proceso de recuperacion. La primera fase de la caida de la fluorescencia la
relacionaron con el establecimiento de un gradiente de protones a través de las membranas
tilacoidales y la fase méas tardia, que era la mas lenta, estaba correlacionada con la
fotoinhibicion (Bose et al., 1988). La velocidad de recuperacion es mucho mayor si las algas
han crecido cercanas a la superficie del agua, ademas se supone una mayor fotoinhibicion en las
especies que han crecido mas expuestas a la radiacion solar directa (Demmig-Adams y Adams,
1992). En algas rojas del sur de Espafia también se determiné esta misma relacion del grado de

fotoinhibicion y recuperacion con la historia luminica (Jiménez et al., 1998).

En dos especies de Porphyra, una de tipo sol y otra de sombra, se atribuyé una localizacion
a nivel de membrana tilacoidal al mecanismo que dotaba de una mayor resistencia a las especies
de sol (Herbert y Waaland, 1988). Las plantas de tipo sol podrian reemplazar rapidamente los
centros de reaccion del PSII que estaban fotoinhibidos por otros fotoquimicamente activos por
medio de un ciclo activo de reparacion, en las plantas de sombra este ciclo estaria menos
desarrollado y los centros de reaccion que se inhibian proveian proteccion a los centros que
todavia estaban activos por medio de la disipacion no fotoquimica del exceso de energia de
excitacion (Oquist et al., 1992a). También los talos de Ulva rotundata adaptados a vivir en la
sombra presentaron mayor fotodafio en el PSII que aquellos adaptados a vivir en zonas mas
expuestas (Henley et al., 1992), que presentaron una mayor capacidad para la fotoinhibicion
dindmica mediante la deexcitacion térmica. Sin embargo, las algas adaptadas a vivir en zonas
sombreadas normalmente sufren fotoinhibicion crénica cuando se las transfiere a altas
irradiancias (Osmond, 1994). Se observd que los talos de Porphyra sp. de tipo sol presentaban
una mayor capacidad de aclimatacion a altas irradiancias PAR que los de tipo sombra (Figueroa
et al.,, 2003a). Sin embargo, no se reflejan las anteriores conclusiones en los resultados
mostrados en este capitulo, puesto que P. columbina de tipo sombra present una caida del

rendimiento cuantico éptimo de tan solo el 19%, manteniéndose con igual proporcion desde las
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24 horas hasta las 48 horas de exposicién, y ademéas presentd una gran capacidad para la
fotoinhibicién dindmica, puesto que la recuperacion del rendimiento después del periodo de 24
horas en una irradiancia PAR baja fue del 100%. Es mas, en el trabajo de Figueroa y
colaboradores (2003a) se observé que la exposicion a irradiancias PAR de 40 umol-m?s™ en
continuo durante 48 horas provocaba caidas del 60% en el rendimiento de los talos de tipo
sombra, mayores que en este capitulo a pesar de que fue superior la irradiancia PAR (114
pumol-m?s™). A pesar de que P. columbina presentd caidas del rendimiento fotosintético
pequefias cuando se las exponia a altas irradiancias, los ejemplares del tipo sol al exponerse a
una dosis muy inferior a la que recibian en su lugar de recoleccion presentaban caidas del
rendimiento de un 16% después de 48 horas de exposicién en luz continua en todos los
tratamientos (PAB, PA y P), caidas de igual magnitud que las que se producian para esos
mismos tratamientos en los ejemplares de tipo sombra expuestos a una dosis de radiacion muy
superior, proxima a la de su lugar de recoleccion; aunque en este ultimo caso la caida se

producia ya a las 24 horas de exposicién.

En un trabajo reciente se han desarrollado modelos matematicos que recogen la evolucion
de la fotoinhibicion y la recuperacion, identificindose dos componentes, con unas velocidades
de reaccion lenta y répida, respectivamente. Tras la exposicion a condiciones de estrés por alta
irradiancia, tendria lugar una recuperacion rapida pero incompleta, relacionada con la
reactivacion de los centros de reaccion del PSII que habian quedado desactivados (12 fase), esta
recuperacion parcial se completaria conforme se fuesen reparando lentamente las proteinas del
centro de reaccion dafiadas (Hanelt, 1998). Posteriormente se propuso una variante al modelo de
Hanelt (1998), mediante la cual se introdujo en la expresion matematica para la fotoinhibicion
un término asociado a la recuperacion, puesto que se asume que la fase funcional de la
recuperacion comienza desde el momento en el que se aplican las condiciones de estrés y no una

vez que terminan estas, tal y como se asumia en el modelo de Hanelt (Conde-Alvarez, 2001).

Como se apuntd anteriormente, se detecto la presencia de las dos fases en los periodos de
inhibicidn y recuperacién para P. leucosticta. Cuando se las exponia a los tratamientos APUV y
AP los talos se comportaban como especies recolectadas en zonas poco profundas, afirmacion
que de hecho es cierta para esta especie. Ademas la contribucion de la alta irradiancia PAR fue
mayor en la caida del rendimiento cuantico efectivo que la contribucién de la RUV, ya que entre
APy APUV no se observé un comportamiento muy distinto. La RUV Gnicamente contribuia en
la velocidad con que se alcanzaba la mayor de las caidas del rendimiento. Ya se habia apuntado
en trabajos anteriores, que la radiacién PAR era méas activa causando la fotoinhibicién, y que la
RUV principalmente afectaba al retraso de la recuperacion (Hanelt et al., 1997a). Sin embargo,

fijandonos en los tratamientos BP y BPUV se observo que en estos casos, la influencia de la
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RUV fue superior que en el caso de altas irradiancias, concretamente la RUV provoc6 una caida
del rendimiento cuantico efectivo, pero no se produjo una caida tan brusca en las primeras horas
de exposicion como ocurria cuando la alta irradiancia PAR estaba presente. Este resultado
coincide con el de otros ejemplares del género Porphyra, cuando se las exponia a bajas y altas
irradiancias de PAR, la caida del rendimiento cuantico de fluorescencia de la clorofila a era del
6% y del 80-90%, respectivamente (Figueroa et al., 2003a). Parece ser que la alta irradiancia
PAR también influyd mas que la RUV cuando se exponian los ejemplares de P. columbina a la
radiacion solar, ya que estuviese o no presente la RUV, la caida del rendimiento cuantico
optimo era la misma. Al igual que ocurria en P. umbilicalis expuesta a los tratamientos
luminicos PAB, PA y P, con una irradiancia de PAR 400 pmol-m?:s™, en la que se observé una
caida brusca del rendimiento cuéntico efectivo después de una exposicion de 15 minutos, sin
observarse diferencias entre tratamientos, la contribucion de la alta irradiancia PAR fue mayor
que la de la RUV (Hader et al., 1999). De hecho, el rendimiento fotosintético se mantuvo
superior en P. columbina después de 3 dias bajo s6lo un 25% de radiacion solar respecto a los
demas tratamientos, incluso respecto al tratamiento P en el que estaba ausente la RUV. Smith y
colaboradores (1992) determinaron que cambios en la relacion RUV/PAR podrian actuar como
sefial ambiental y modular los mecanismos de fotoinhibicion y fotoproteccion. Caldwell y Flint
(1997) también encontraron que la relacion RUV/PAR afectaba sustancialmente a la respuesta
biologica. En los tratamientos luminicos BPUV y APUV para P. leucosticta la relacion
RUV/PAR fue distinta, ya que se mantenia la misma cantidad de RUV frente a un cambio en la
radiacion PAR, por ello, el aporte de la RUV al proceso de fotoinhibicion podria haber sido
distinto para ambos tratamientos luminicos en comparacion con aquellos en los que la RUV no

estaba presente.
[11.4.2. Variaciones pigmentarias:

Hay autores que determinaron variaciones pigmentarias (de clorofila a y ficobiliproteinas)
en periodos de tiempo cortos tanto en laboratorio (Ridiger y Lopez-Figueroa, 1992) como en
condiciones naturales, relacionandose negativamente con la presencia de RUV en las horas
centrales del dia (Lépez-Figueroa, 1992). Ademas en P. leucosticta se encontré un patron diario
en la concentracion pigmentaria, al igual que ocurria con la produccion de oxigeno y los
rendimientos cuanticos de fluorescencia; concretamente, se determind que la RUV provocaba
un efecto directo en el metabolismo fotosintético mediante la fotooxidacion de las moléculas de
clorofila a, ademas la ausencia de RUV producia una rapida regeneracion de las moléculas de
ficoeritrina (Figueroa et al., 1997). La ficocianina decrecia de manera mas pronunciada que la
clorofila a o los carotenoides cuando la RUV estaba presente en el cultivo de la cianobacteria

Anabaena sp. después de 24 horas de exposicion (Sinha et al., 1998). En general, las variaciones
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pigmentarias encontradas en P. leucosticta fueron pequefas, la relacion FE/FC disminuy6 en los
tratamientos en los que la RUV no estaba presente ya a las 24 horas de exposicion y aumento en
presencia de RUV tras la recuperacion. En P. umbilicalis no encontraron variaciones
pigmentarias después de exposiciones de 24 horas a varios tratamientos luminicos (Aguilera et
al., 1999a). En P. columbina se observaron mayores variaciones del contenido de
ficobiliproteinas que en P. leucosticta, concretamente las variaciones se produjeron en la
concentracion de ficoeritrina, mientras que la ficocianina se mantuvo invariante. La FC presenta
una menor plasticidad por su posicion en el ficobilisoma (Algarra y Ridiger, 1993). En ausencia
de radiacion UVB se produjo una caida de FE tras el periodo de exposicidn. Sin embargo, se
observé un efecto negativo de la RUV en el contenido interno de clorofila a y ficobiliproteinas
cuando se exponian los talos de P. columbina a la radiacion solar directa, aunque la radiacion

UVB retardaba la caida del contenido interno de clorofila a.
111.4.3. Variaciones del contenido de MAAs:

Se observaron caidas en el contenido de MAAs tanto en P. columbina como en P.
leucosticta, aunque de menor magnitud en la primera de las especies. Ademas las caidas en P.
columbina cultivadas con una fuente de luz artificial se producian Unicamente en el fototipo
sombra, que poseia un contenido de MAAs inicial més elevado y se exponian a dosis de
radiacion similares a las que recibian las de tipo sol en su héabitat natural, llegdndose a igualar el
contenido interno de MAAs al de este ultimo grupo. De nuevo se observé una menor

concentracion de MAAs cuando las plantas recibian mayores dosis de radiacion.

Se produjo una caida del contenido interno de MAAs del 26% respecto al inicial en P.
columbina cultivada con luz artificial, en ausencia de RUV, y del 40% en el tratamiento AP para
P. leucosticta. Se observa una correspondencia entre el porcentaje de caida de MAAs y las
irradiancias de PAR recibidas, puesto que si para una irradiancia de 300 umol-m?.s™ (IBE para
la fotosintesis (Fork, 1963), 203 umol-m?s™) se produjo una caida del 26% en P. columbina, le
corresponderia a una irradiancia de 460 pmol-m?s™ (IBE para la fotosintesis (Fork, 1963), 322
umol-m2s™) en P. leucosticta una caida del 40%. Sin embargo, esta correspondencia se perdia
cuando la irradiancia PAR era mas baja y también en presencia de la RUV. EI contenido interno
de MAAs presentd menores variaciones en presencia de RUV en P. columbina que en P.
leucosticta, puesto que en ésta, la exposicion a la RUV provocaba una disminucion adicional de
la concentracién de MAAs a altas irradiancias de PAR, mientras que en P. columbina tipo
sombra no se observaron diferencias en el contenido de MAAs en presencia o0 no de alguna
banda de RUV, esta Gltima especie estaba recibiendo un 10.5% mas radiacion UVA y un 10.5%
menos radiacion UVB. Sin embargo, la RUV contribuy6 negativamente a la concentracion de

MAAs en P. columbina tipo sol, a pesar de que la irradiancia de incubacion en este Gltimo caso
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era inferior, y también influy6é de manera negativa en el contenido interno de MAAs cuando los
talos de P. columbina se exponian a radiacion solar. En este Gltimo caso, concretamente fue la
radiacion UVB la responsable de esta disminucion en el contenido interno. De nuevo se podria
pensar en que P. columbina poseia una menor eficiencia en la absorcion de luz, que le estaria
favoreciendo el que se mantuviese el contenido de MAASs en unos niveles mas altos que en P.

leucosticta.

Las menores variaciones del contenido de MAAs en P. columbina, impiden que se
encuentre una relacion entre dicho contenido y el rendimiento cuéntico normalizado frente a la
dosis, como ocurria en P. leucosticta, en la que a mayores dosis (asociadas con menores
rendimientos cuénticos de fluorescencia) la capacidad de cambio del contenido de MAAs era
muy superior, llegando a la saturacién cuando las dosis de radiacion eran menores, o dicho de
otro modo, pequefias dosis provocarian pequefios cambios en la concentracion total de MAAs y

dosis mayores inducirian mayores cambios.

Todos estos resultados derivan en conclusiones contrarias a las obtenidas por otros autores
(Karsten et al., 1998b), en las especies de Porphyra estudiadas la RUV no provocaba un
incremento en la concentracion de MAAs, sino que por el contrario, influia negativamente en el
proceso de acumulacion de estas moléculas. Tampoco encontraron una induccion del contenido
de MAAs en P. umbilicalis tras el cultivo durante 72 horas a los tratamientos luminicos P, PA'y
PAB con una irradiancia PAR de 496 umol-m?s™, y 24.44 W-m™ de radiacion UVA y 0.64
W-:m? de UVB, el contenido de MAAs se mantuvo respecto al valor inicial (10 mg-g™'PS)
(Groniger et al., 1999). Dichos autores no analizaron el contenido de los diferentes tipos de
MAAs, por lo que no se podrian comparar con nuestros datos, en los que a pesar de que en
algunos casos no se observaron cambios en el total de MAAs si variaban las proporciones
relativas de los diferentes tipos. En otras especies, como Neuroglossum ligulatum y Plocamium
cartilagineum, se encontraron concentraciones de MAAs inferiores en el tratamiento PAB que
en P y PA, estos autores sugirieron que los MAAs eran degradados o bien se expulsaban al

medio en presencia de radiacion UVB (Hoyer et al., 2002).

A pesar de que en P. leucosticta la RUV no influia en la concentracion total de MAAS en el
tratamiento con baja irradiancia PAR, favorecié el incremento de shinorine en un 11% y la
caida, en esa misma proporcion, de porphyra-334. También en macroalgas del artico observaron
un incremento de shinorine coincidiendo con las mayores dosis de radiacién solar (Aguilera et
al., 2002). La acumulacién preferente de shinorine, al tratarse de uno de los primeros MAAS en
la ruta de sintesis desde el gadusol y mycosporine-gly, podria estar actuando como molécula
iniciadora de la sintesis del resto de MAAs o bien se podria revertir la reaccion hacia gadusol,

como molécula antioxidante, siempre y cuando los talos recibiesen la sefial luminica que derive
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en ello. En altas irradiancias PAR, la RUV no influia en la proporcion relativa de shinorine y si
se producia una mayor caida ain en porphyra-334 cuando esta banda estaba presente. En P.
leucosticta en todos los tratamientos tras la recuperacion, al igual que ocurria en P. columbina
cuando se exponia a las mayores irradiancias, se acumulaba preferentemente shinorine frente a
porphyra-334. En los ejemplares de tipo sombra la presencia de la radiacion UVB en el periodo
de exposicion impedia que se igualasen las proporciones relativas de ambos MAAs con las de
tipo sol, tal y como ocurria en los tratamientos PA y P. Pero este proceso era dependiente de la
fuente de radiacion luminica, puesto que bajo radiacion solar apenas se observaron diferencias
en las proporciones relativas de MAAs entre tratamientos en P. columbina, incluso en este
Gltimo caso, la radiacion UVB provoco un ligero incremento en la proporcion relativa de
shinorine frente a porphyra-334. Sin embargo, en Devaleraea ramentaceae expuesta a radiacion
solar (tratamientos P, PA y PAB) a pesar de no observarse un incremento en el contenido de
MAAs en P ni en PA, si se incrementd la concentracion de palythine y de mycosporine-gly,
pero no la de shinorine y porphyra-334 en PAB (Karsten et al., 1999), las proporciones de estos
dos ultimos MAAs disminuyeron en presencia de radiacion UVB al contrario de lo que ocurria
en P. leucosticta y P. columbina. Se determiné en C. crispus que altas dosis de radiacion UVA
y UVB en ausencia de PAR, resultaban en la acumulacién de MAAs, particularmente shinorine,
después de algunos dias de cultivo (Karsten et al., 1998a). En otro experimento de 12 dias de
duracion, se determind que la radiacion UVB tenia un efecto negativo en la acumulacion de los
MAAs mayoritarios (shinorine y palythine) en C. crispus, mientras que en presencia de
radiacion UVA se sintetizaban, al contrario de asterina-330, palythinol y palythene que se
sintetizaban principalmente en presencia de UVB (Krébs et al., 2002). Otro resultado diferente
se encontrd en P. palmata, en la que la radiacion PAR estimulaba la sintesis de porphyra-334, y
la radiacion UVA y UVB conducian preferentemente a la acumulacion de shinorine y palythine
respectivamente (Karsten y Wiencke, 1999). La sintesis de shinorine también estaba estimulada
en Phaeocystis antarctica por la RUV, mientras que se encontrd mas porphyra-334 en ausencia
de esta banda (Newman et al., 2000).

Observando las discrepancias que existen, se puede concluir que la induccién, formacion y
acumulacion de uno u otro MAA frente a distintas bandas de radiacion es un proceso muy
flexible, tal y como concluyeron Hoyer y colaboradores (2002). Se encuentran distintos
comportamientos incluso dentro de una misma especie, aunque en general, en Porphyra a pesar
de no observarse un incremento en el contenido total de MAAs en presencia de RUV, se
producia una acumulacion preferencial de shinorine en presencia de radiacion UVB, al contrario
de lo que ocurria en C. crispus (Krébs et al., 2002), pero de igual modo a como respondia P.
palmata (Karsten y Wiencke, 1999).
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Capitulo IV

IV.1. Efecto de la irradiancia PAR en la acumulacion de MAAs y en el estado fotosintético
de P. leucosticta.

IV.1.1. Disefio experimental:

Se expusieron los talos durante una semana en luz continua a cinco irradiancias PAR
distintas. Los talos empleados para este experimento fueron recolectados el 23 de febrero de
2001 y se mantuvieron durante una semana en precultivo a 15° C con burbujeo de aire constante
y a 40 umol-m?s™ de PAR (lamparas Osram). Se empled como medio de cultivo agua de mar
natural filtrada enriquecida con medio Provasoli. Las cinco irradiancias PAR se consiguieron
con el uso de placas difusoras Plexiglas® gs Weiss 017. Para tres de ellas: 10, 70 y 135 pumol-m’
2.5 se usaron lamparas Osram y para las otras dos se empled una lampara Optimarc (70
pmol-m2s™y 300 pmol-m?2s™) (figura IV.1.1.A,B). En estos dos Gltimos casos debido a que la
luz emitida por la lampara Optimarc posee un 5.8% de RUV en el rango de 300-400 nm (ver

figura M.3), se emplearon filtros Ultraphan-395 para eliminar la presencia de la RUV.
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% Irradiancia espectral
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Longitud de onda (nm)

Figura IV.1.1.A. Porcentaje de la irradiancia espectral correspondiente a bandas de ancho 50 nm

para las lamparas Osram y Optimarc (extraido de Fig. M.3.B).

Para evitar un incremento de temperatura en el cultivo con la ldmpara Optimarc se empled
un bafo con temperatura controlada (15+1° C). El rendimiento cuantico 6ptimo, los pigmentos
(clorofila a y ficobiliproteinas), proteinas solubles y el contenido de MAAs, se midieron al

iniciar el experimento y tras 7 dias de cultivo.
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Lamparas Osram Lampara Optimarc

v )\ A v v
Irradiancia (umol-m?2s™) 10 76 135 70 300

2 o1
IBE (umol-m™s™, Fork 1963) 7 47 91 49 210

Tiempos de muestreo:

Inicial
Rendimiento cuantico optimo H7 dias de exposicion

Compuestos nitrogenados:
« MAAs

_ Inicial
e Clorofilaa 17 dias de exposicion

» Ficobiliproteinas

* Proteinas solubles

Figura IV.1.B. Representacién del disefio experimental para la exposicion durante 7 dias a las
irradiancias 10, 70 y 135 pmol-m?s® (lamparas Osram) y 70 y 300 pmol-m?Zs™ (lampara

Optimarc) para P. leucosticta.

IV.1.2. Resultados:
Respuesta fotosinteética:

El Unico tratamiento que provoco una caida significativa del rendimiento cuantico 6ptimo
tras los 7 dias de experimentacion fue la exposicion a 300 umol-m?%s™ (0.5+0.041) (p<0.05). En
los demas casos se mantuvo el valor inicial de F,/F, (0.63+0.049) (figura IV.1.2).

O Inicial @ 7 dias
0.8

L. Osram L. Optimarc

o
(e}
!

Rendimiento cuantico éptimo
o o
N I
L L

10 70 135 70 300
Irradiancia (umol-m2.s?)
Figura IV.1.2. Rendimiento cuantico éptimo (F,/F,) al iniciar el experimento y tras los 7 dias de
exposicion a las irradiancias 10, 70 y 135 umol-m?2.s™ (lamparas Osram) y 70 y 300 pmol-m?2s™

(lampara Optimarc) para P. leucosticta.
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Contenido pigmentario (clorofila a y ficobiliproteinas):

Se produjo una caida significativa del contenido de clorofila a después de 7 dias de
experimentacion en los tratamientos de 135 pmol-m?2s™ y en 300 umol-m?s™ (p<0.05), en los
tratamientos de 70 umol-m?s™ la concentracion interna de clorofila a se mantuvo a lo largo de
la semana de cultivo (p>0.05). El tratamiento de 10 pmol-m?s™ indujo un incremento

significativo del contenido interno de clorofila a (p<0.05) (figura 1V.1.3).

O Inicial 7 dias
1.6
L. Osram L. Optimarc
) 1.2
o
F"l?’
o 0.8
E
«
O 0.4
0

10 70 135 70 300
Irradiancia (umol-m?2-s™)

Figura 1V.1.3. Concentracién de clorofila a al iniciar el experimento y tras los 7 dias de
exposicion a las irradiancias 10, 70 y 135 umol-m?.s™ (lamparas Osram) y 70 y 300 pmol-m?2.s™

(lampara Optimarc) para P. leucosticta.

Se produjo una caida significativa del contenido de ficoeritrina tras los 7 dias de
experimentacion en todos los tratamientos luminicos (p<0.05), excepto en el de 70 umol-m?%s™
(lamparas Osram) en el que no varié la concentracion respecto al valor inicial (p>0.05) (figura
IV.1.4.A). La concentracion interna de ficocianina cayd significativamente respecto al valor
inicial en todos los tratamientos (p<0.05) (figura 1V.1.4.B). La relacion FE/FC se incrementd
tras el periodo de cultivo en todos los tratamientos, siendo este incremento superior para 70 y
135 umol-m?%s™ (lamparas Osram) y para 300 pmol-m™2.s™ (lampara Optimarc) (p<0.05) (figura
IV.1.4.C).
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Figura 1V.1.4. Concentracion de ficoeritrina (A), ficocianina (B) y relaciéon FE/FC (C) al iniciar
el experimento y tras los 7 dias de exposicién a las irradiancias 10, 70 y 135 pmol-m?s™

(lamparas Osram) y 70 y 300 pmol-m.s™* (lampara Optimarc) para P. leucosticta.

Acumulacion de proteinas solubles:

Se produjo una caida significativa del contenido de proteinas solubles en los tratamientos de
10 y 135 pmol-m?2s™ (lamparas Osram) a los 7 dias de experimentacion (p<0.05) y no se
observé variacion en el tratamiento de 70 pmol-m™2.s™ (p>0.05). Sin embargo, si se produjo una
caida del contenido de proteinas solubles tras el cultivo en el tratamiento de 70 umol-m?%s™
(lampara Optimarc) (p<0.05) (figura IV.1.5).
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Figura IV.1.5. Concentracion de proteinas solubles al iniciar el experimento y tras los 7 dias de
exposicion a las irradiancias 10, 70 y 135 umol-m?2.s™ (lamparas Osram) y 70 y 300 pmol-m?2s™

(lampara Optimarc) para P. leucosticta.

Relacion FB/PtS:

El coeficiente de determinacion para la regresion lineal entre ambas variables fue de 0.79
(n=25; p<0.01). La ecuacidn para dicha relacion fue: FB=0.279-PtS+1.1

Contenido de MAAs:

Tras los 7 dias de cultivo se observé una disminucion significativa del contenido de MAAs
respecto a la concentracion inicial en todos los tratamientos (p<0.05), excepto en el tratamiento
de 10 pmol-m?s™, en el que se mantuvo la concentracion del inicio (p>0.05). Ademés
transcurridos los 7 dias de cultivo la concentracién de MAAs fue inferior en el tratamiento de
135 umol-m?s™ que en el de 300 pmol-m?s™ (p<0.05) (figura IV.1.6).

O Inicial E 7 Dias

L. Osram L. Optimarc

10 70 135 70 300
Irradiancia (umol-m2s™)
Figura IV.1.6. Concentracion de MAAs al iniciar el experimento y tras los 7 dias de exposicion a
las irradiancias 10, 70 y 135 pmol-m?2.s™ (Iamparas Osram) y 70 y 300 pmol-m?s™ (lampara

Optimarc) para P. leucosticta.
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El 80% del total de MAAs lo componia porphyra-334, el 10% aproximadamente shinorine,
palythine y asterina-330 estaban presentes en menos de un 5%, y del resto formaba parte una
pequefiisima proporcion de mycosporine-gly. Las proporciones relativas no variaron
significativamente a lo largo del experimento en el tratamiento de menor irradiancia (10
umol-m2s™). En el de mayor irradiancia (300 pmol-m?.s™) disminuyé significativamente la
proporcion de porphyra-334 y se incrementaron las de palythine y asterina-330. Y en el resto de

tratamientos se incremento la proporcion relativa de shinorine (p<0.05) (figura IV.1.7.A,D).
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Figura IV.1.7. Proporcidn relativa de shinorine (A), porphyra-334 (B), palythine (C) y asterina-
330 (D) al iniciar el experimento y tras los 7 dias de exposicion a las irradiancias 10, 70 y 135

pmol-m?s™ (lamparas Osram) y 70 y 300 umol-m2.s™ (lampara Optimarc) para P. leucosticta.
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Correlaciones:

Tabla IV.1.1. Coeficientes de correlacién de Pearson para las variables indicadas, en la
exposicion de P. leucosticta a las irradiancias 10, 70 y 135 umol-m?2s™ (lamparas Osram) y 70 y
300 pmol-m?s™t (lampara Optimarc). ** Correlacién significativa p<0.01, * Correlacién

significativa p<0.05 (n=6).

E Fu/Fn Cla FB PtS MAAs SH PR PNE

FJ/F, | -0.918*

Cla -0.888* 0.689

FB -0.501 0.388 0.437

PtS -0.203 0.281 0.337 | 0.947**

MAAs | -0.175 -0.124 0.436 0.482 0.318

SH 0.009 0.149 -0.147 | -0.436 | -0.307 | -0.833*

PR -0.774 0.700 0.546 0.664 0.480 0.426 | -0.578

PNE 0.918* | -0.975** | -0.754 | -0.520 | -0.422 0.038 | -0.155 | -0.670

AS 0.957* | -0.954** | -0.740 | -0.599 | -0.443 | -0.128 | 0.056 | -0.816* | 0.969**

La irradiancia con la que se incubaron los talos se correlaciond negativamente con el
contenido interno de clorofila a y con el rendimiento cuéntico dptimo. La concentracion interna
de MAA:s se correlaciond negativamente con el contenido de shinorine, también fue negativa la
relacion de porphyra-334 y asterina-330, sin embargo, fue positiva la correlacion entre este
altimo MAA y palythine (tabla 1V.1.1).
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IV.2. Efecto de la calidad luminica (luz blanca, azul, verde, amarilla y roja) en la

acumulacion de MAAs y en el estado fotosintético de P. leucosticta.

IVV.2.1. Disefio experimental:

Los talos empleados para este experimento se recolectaron el 5 de abril de 2002 en Lagos
(Mélaga) y se mantuvieron durante una semana en precultivo en el laboratorio a 15° C con
burbujeo de aire constante y en agua de mar artificial (Instant Ocean Sea Salt) a la que no se
adicion0 nitrégeno inorganico y si fosfato sddico dibasico (10 uM). El precultivo se realiz6 en
luz blanca a una irradiancia de 40 pmol-m?2.s™ (lamparas Truelite). Transcurrida la semana de
precultivo se emplearon 5 cilindros con 90 discos por cilindro de P. leucosticta los cuales se
expusieron durante 7 dias a los tratamientos luminicos indicados en el apartado de material y
métodos (azul, verde, amarilla y roja), ademas del tratamiento en luz blanca, para el que se
emplearon dos lamparas fluorescentes Truelite. La irradiancia para cada uno de los tratamientos
fue la misma, 45 pmol-m?.s™ (figura IV.2.1.B). Al inicio del experimento se cambi6 el medio

de cultivo, se empled agua de mar artificial a la que se afiadié 300 uM de cloruro aménico.

Se determiné al iniciar el experimento y a los 3 y 7 dias de experimentacién el rendimiento
cuéntico Optimo y las curvas TTE-E (empleando el fluorimetro acuético Diving-PAM), el
crecimiento (opcion B, material y métodos), el contenido pigmentario (clorofila a vy
ficobiliproteinas), la concentracion de proteinas solubles y estructurales, el carbono y nitrégeno
internos, la absortancia y el contenido de MAAs (figura IV.2.1.C). También se midieron los
niveles de amonio en el medio de cultivo a lo largo de la experimentacion para asegurarnos que

no se agotaba el nitrogeno inorganico a lo largo del periodo de experimentacion.

Irradiancia 45 pmol-m?.s™

I
Calidades luminicas

v v v .

Blanca Azul Verde Amarilla Roja

Figura IV.2.1.A. Esquema del disefio experimental.
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Figura IV.2.1.B. IBE para cada tratamiento luminico, calculada a partir del espectro de accién de
la fotosintesis de P. perforata (Fork, 1963).

Tiempos de muestreo:

Rendimiento cuéntico 6ptimo g‘(iﬁia'd N
Curvas TTE-E as de exposicion
7 dias de exposicion

Compuestos nitrogenados:

e Clorofila a .
. ¢ C/Ninterno
» Ficobiliproteinas Inicial o
] 3 dias de exposicion »  Crecimiento
e Proteinas solubles 7 dias de exposicion

* Absortancia

* Proteinas estructurales
e MAAS

Figura IV.2.1.C. Variables medidas y tiempos de muestreo.

IV.2.2. Resultados:
Respuesta fotosinteética:

Después de 3 dias de experimentacién no se detectaron diferencias significativas en el
rendimiento cuantico 6ptimo de los discos incubados para ninguno de los tratamientos (p>0.05),
sin embargo, después de 7 dias el F,/F, de los discos cultivados en luz azul fue
significativamente superior que el resto y el de los discos cultivados en luz blanca fue superior
al de los discos cultivados en roja y amarilla (p<0.05). En los tratamientos con luz blanca,
amarilla y verde no se detectaron diferencias significativas a lo largo del periodo de incubacion

(p>0.05), en luz azul se produjo un incremento significativo del rendimiento después de 7 dias
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respecto al inicial y en luz roja una caida significativa respecto al inicial (p<0.05) (figura

IV.2.2).

0.9
0.8 - Olnicial m3dias ©O7 dias
0.7 -
0.6
0.5 4
0.4 -
0.3 A
0.2 -
0.1

Rendimiento Cuantico Optimo

blanca  azul verde amarilla roja

Figura IV.2.2. Rendimiento cuantico 6ptimo (F,/F,,) al iniciar el experimento y tras los 3 y 7 dias

de exposicion a las bandas de luz blanca, azul, verde, amarilla y roja para P. leucosticta.

Del ajuste hiperbolico (Jassby y Platt, 1976) de las curvas TTE-E, medidas con el
fluorimetro acuético Diving-PAM, se obtuvieron los valores de TTE,« Y la pendiente inicial de
la curva. A los 3 dias no se observaron diferencias significativas en las pendientes para los
distintos tratamientos (p>0.05) y si en los valores de TTE, fue significativamente superior en
los discos cultivados en luz azul respecto a aquellos cultivados en luz blanca, roja y verde
(p<0.05). A los 7 dias si se observaron diferencias en las pendientes de la curva, en el
tratamiento con luz azul la pendiente fue menor que en los demas tratamientos, seguido del
tratamiento con luz roja (p<0.05), entre los tratamientos con luz blanca, amarilla y verde no se
observaron diferencias significativas (p>0.05). Las diferencias en el tiempo para un mismo
tratamiento fueron las siguientes, para la luz blanca y la luz roja el valor de TTEsx Se
incrementd significativamente a lo largo del tiempo, para la luz azul a los 3 dias se observo un
incremento significativo de la TTE 4 Y una caida significativa a los 7 dias sin alcanzar el valor
inicial, en los tratamientos con luz amarilla y verde la TTE; Se incrementd significativamente
a los 3 dias de cultivo y el valor se mantuvo hasta los 7 dias (p<0.05) (figura 1V.2.3). Respecto a
las pendientes de las curvas no se observaron diferencias significativas a lo largo de todo el
periodo de experimentacion en los tratamientos con luz azul y roja (p>0.05), en los tratamientos
con luz blanca, amarilla y verde la pendiente se incremento significativamente respecto al inicial
después de los 7 dias de cultivo (p<0.05) (figura 1V.2.4).
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Figura IV.2.3. TTEma (umol-m?s™) de las curvas TTE-E al iniciar el experimento y tras los 3 'y

7 dias de exposicion a las bandas de luz blanca, azul, verde, amarilla y roja para P. leucosticta.
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Figura I1V.2.4. Pendiente (umol e-(umol fotones)?) de las curvas TTE-E al iniciar el
experimento y tras los 3 y 7 dias de exposicion a las bandas de luz blanca, azul, verde, amarilla y

roja para P. leucosticta.

Crecimiento:

Unicamente en el tratamiento con luz blanca se observé un incremento significativo en el
area de los discos después de 3 dias de cultivo (p<0.05). Sin embargo, a los 7 dias se produjo un
incremento significativo del area en todos los tratamientos (p<0.05). Fijando el tiempo, a los 3
dias no se observaron diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05) y a los 7 dias el area
de los discos cultivados en luz azul fue significativamente menor que el de los discos cultivados

en luz blanca, verde y roja (p<0.05) (figura IV.2.5).
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Figura 1V.2.5. Area de los discos al inicio y tras 3 y 7 dias de exposicion a las bandas de luz

blanca, azul, verde, amarilla y roja para P. leucosticta.

La tasa relativa de crecimiento (TRC) después de los 7 dias de experimentacién en luz
amarilla fue significativamente inferior que en luz verde y en luz azul significativamente

inferior que en luz blanca, roja y verde (p<0.05) (figura IV.2.6).

il

Blanca Azul Verde Amarila Roja

TRC (%-d 1)
O B N W b g OO N o0 ©

Figura 1V.2.6. Tasa Relativa de Crecimiento (TRC) después de los 7 dias de exposicion a las

bandas de luz blanca, azul, verde, amarilla y roja para P. leucosticta.

Contenido pigmentario (clorofila a y ficobiliproteinas):

El contenido de clorofila a se increment6 significativamente a los 3 dias respecto al inicial
en todos los tratamientos y continué aumentando hasta el dia 7 en los tratamientos con luz
amarilla y verde (p<0.05). En los demas tratamientos, no se detectaron diferencias significativas
entre los dias 3 y 7. Tampoco en el tiempo se observaron diferencias significativas entre
tratamientos (p>0.05) (figura I1V.2.7).
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Figura 1V.2.7. Concentracion de clorofila a al iniciar el experimento y tras los 3 y 7 dias de

exposicion a las bandas de luz blanca, azul, verde, amarilla y roja para P. leucosticta.

La concentracion interna de ficoeritrina, ficocianina y, en consecuencia, la de
ficobiliproteinas se increment6 significativamente a los 7 dias de incubacion en todos los
tratamientos (p<0.05), con excepcion del tratamiento con luz azul, en el que no se observo
incremento alguno del contenido interno de FC. A los 3 dias no se detectaron diferencias
significativas entre los distintos tratamientos (p>0.05) y a los 7 dias se observo que el contenido
de ficoeritrina en los tratamientos con luz blanca y azul fue significativamente superior que en
el tratamiento con luz roja (p<0.05). Respecto al contenido de ficocianina, al dia 3 los discos
cultivados bajo luz roja presentaron un contenido de ficocianina significativamente superior que
aquellos cultivados bajo luz blanca, amarilla y verde (p<0.05). Sin embargo, al dia 7 no se
detectaron diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05) (figura 1V.2.8). Calculando
el contenido de ficobiliproteinas en su conjunto, no se detectaron diferencias significativas entre
tratamientos en los dias 3 y 7 (p>0.05). La relacion FE/FC no vari6 significativamente en
ninguno de los tratamientos (p>0.05), excepto en luz azul en el que se observé un aumento
significativo de dicha relacion a los 7 dias de cultivo (p<0.05). A los 3 dias la relacion FE/FC
fue significativamente mayor en el tratamiento con luz blanca que en el tratamiento con luz roja
(p<0.05), y a los 7 dias la relacion para el tratamiento con luz azul fue significativamente
superior que para los demas tratamientos, y para el tratamiento con luz roja significativamente
inferior (p<0.05), no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos con luz

blanca, amarilla y verde (p>0.05) (figura IV.2.8).
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Figura 1V.2.8. Concentracidn de ficoeritrina (A), ficocianina (B), ficobiliproteinas (C) y relacion

FE/FC (D) al iniciar el experimento y tras los 3 y 7 dias de exposicion a las bandas de luz blanca,

azul, verde, amarilla y roja para P. leucosticta.

Acumulacién de proteinas solubles y estructurales:

Las proteinas solubles se incrementaron significativamente a los 3 dias de cultivo en todos
los tratamientos (p<0.05) respecto al valor inicial. Después de los 7 dias de cultivo el contenido
interno fue superior significativamente respecto al valor a los 3 dias en todos los tratamientos,
excepto en luz roja (p<0.05). Fijando el dia de experimentacion, se observé que a los 3 dias los
discos cultivados con luz roja tenian un contenido interno de proteinas solubles superior a los
discos cultivados con luz amarilla (p<0.05). A los 7 dias de experimentacion los discos

cultivados con luz roja presentaron un contenido interno de proteinas solubles inferior a

aquellos cultivados con luz azul y blanca (p<0.05) (figura 1V.2.9).
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Figura 1V.2.9. Concentracién de proteinas solubles al iniciar el experimento y tras los 3 y 7 dias

de exposicion a las bandas de luz blanca, azul, verde, amarilla y roja para P. leucosticta.
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La concentracion interna de proteinas estructurales no vario significativamente entre el
valor inicial y los 3 primeros dias de experimentacion en ninguno de los tratamientos (p>0.05).
A los 7 dias los discos cultivados en luz azul presentaron un contenido interno mayor que los
discos cultivados en los demés tratamientos (p<0.05). En los tratamientos con luz blanca y
amarilla no se detectaron diferencias significativas en el contenido de proteinas estructurales a
lo largo de todo el periodo de experimentacion (p>0.05), sin embargo, en los tratamientos con
luz roja y verde se detectd una caida significativa de la concentracion a los 7 dias de
experimentacion 'y en el tratamiento con luz azul la concentracién se incrementd
significativamente después de los 7 dias (p<0.05) (figura IV.2.10).
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Figura 1V.2.10. Concentracion de proteinas estructurales al iniciar el experimento y tras los 3y 7

dias de exposicion a las bandas de luz blanca, azul, verde, amarilla y roja para P. leucosticta.

Relacion FB/PtS:

La relacién entre ficobiliproteinas y proteinas solubles no vari6 significativamente entre
tratamientos ni a los 3 ni a los 7 dias de experimentacion (p>0.05). El valor para esta relacion
estuvo préximo a 0.2 en todos los casos. Fijando los tratamientos, s6lo se detectd en los
tratamientos con luz blanca y verde que la relacidn era significativamente superior a los 3 dias
que a los 7 dias (p<0.05) (datos no mostrados). El coeficiente de determinacion para la regresion
lineal fue de r=0.885 (n=29; p<0.01). La ecuacion para dicha relacion fue: FB=0.277-PtS-4.9.

Carbono y nitrégeno total. Relacion C/N:

El contenido interno de carbono no vari6 significativamente entre tratamientos (p>0.05) y
solo la incubacion con luz blanca indujo un incremento significativo del contenido de carbono a
los 7 dias de experimentacién (p<0.05) (figura IV.2.11.A).
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El contenido interno de nitrogeno en los discos de P. leucosticta se incrementd en todos los
tratamientos respecto al valor inicial después de 3 dias de experimentacién y continu
incrementandose significativamente sélo en el tratamiento con luz blanca y luz azul (p<0.05), en
luz verde y amarilla se mantuvo el valor de los 3 dias, y en luz roja disminuy6 el contenido
respecto a los 3 dias, pero sin bajar hasta el valor inicial. A los 3 dias de experimentacién no se
detectaron diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05) y a los 7 dias el tratamiento con
luz roja llevd hasta una concentracion interna de nitrogeno significativamente inferior que los
tratamientos con luz blanca, azul y verde (p<0.05) (figura 1V.2.11.B).
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Figura 1V.2.11. Contenido interno de C y N al iniciar el experimento y tras los 3 y 7 dias de

exposicion a las bandas de luz blanca, azul, verde, amarilla y roja para P. leucosticta.

La relacion C/N cayé significativamente después de 3 dias de cultivo en todos los
tratamientos, continué cayendo hasta el dia 7 cuando los discos se incubaron con luz blanca y se
incrementd, pero sin alcanzar el valor inicial, en el tratamiento con luz roja (p<0.05). En el dia 3
no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05) y al dia 7 el valor méas
alto de la relacion C/N se observé en los discos cultivados con luz roja. Y con luz blanca, esta

relacién fue menor significativamente que con luz amarilla (p<0.05) (figura 1V.2.12).

9| OInicial m 3 dias 7 dias

oH ‘ | |
Blanca Azul Verde Amarilla Roja

Figura IV.2.12. Relacién C/N al iniciar el experimento y tras los 3 y 7 dias de exposicion a las

bandas de luz blanca, azul, verde, amarilla y roja para P. leucosticta.
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Absortancia:

La absortancia de los discos de P. leucosticta se incrementé significativamente en todos los
tratamientos conforme avanzaba el periodo de experimentacién (p<0.05). La absortancia
después de 7 dias de cultivo fue significativamente superior a la que se midié después de 3 dias
y esta Gltima al valor inicial (p<0.05). A los 3 dias no se observaron diferencias significativas
entre tratamientos (p>0.05), sin embargo, después de 7 dias de cultivo la absortancia de los

discos cultivados en luz blanca fue superior a la de los discos cultivados en luz roja (p<0.05).

0.7

O Inicial @ 3 dias O 7 dias
0.6 -

0.5 1
0.4

0.3

Absortancia

0.2

0.1 1

0 - ‘ ‘ ‘ ‘ L
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Figura 1V.2.13. Absortancia de los talos al iniciar el experimento y tras los 3 y 7 dias de

exposicion a las bandas de luz blanca, azul, verde, amarilla y roja para P. leucosticta.

Contenido de MAAs:

El contenido de MAAs no vari6 significativamente (p>0.05) con el tiempo en los
tratamientos en los que se empled la luz de incubacion roja y amarilla, sin embargo, en los
tratamientos con luz blanca y azul el contenido se incrementé significativamente (p<0.05)
respecto al inicial después de 7 dias de incubacién y en el tratamiento con luz verde el
incremento se produjo ya al dia 3 de incubacion y se mantuvo ese valor hasta los 7 dias. A los 3
dias de incubacion no se observaron diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05) y sin
embargo, al dia 7 el contenido de MAAs fue significativamente superior en el tratamiento con

luz azul respecto al rojo y al amarillo (p<0.05) (figura 1V.2.14).
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Figura 1V.2.14. Concentracion de MAAs al iniciar el experimento y tras los 3 y 7 dias de

exposicion a las bandas de luz blanca, azul, verde, amarilla y roja para P. leucosticta.

El contenido inicial de MAAs estaba compuesto por un 12% de shinorine, un 80% de

porphyra-334, y un 4%, tanto de palythine como de asterina-330.

En todos los tratamientos excepto en luz azul se produjo un incremento significativo de la
proporcién relativa de shinorine respecto al inicial a los 3 dias de cultivo y continud
incrementandose hasta los 7 dias (p<0.05). En luz azul se produjo una caida significativa
respecto al inicial de la proporcién de shinorine a los 3 dias y continu cayendo hasta los 7 dias
de cultivo (p<0.05) (figura IV.2.15.A).

Se produjo una caida significativa de la proporcidn relativa de porphyra-334 respecto a la
proporcion inicial después de los 7 dias de cultivo en los tratamientos con luz roja, amarilla y
verde (p<0.05). En luz blanca la proporcion cay6 ya a los 3 dias y continud disminuyendo hasta
el dia 7 de cultivo (p<0.05). En luz azul no varié significativamente la proporcién de porphyra-
334 (p>0.05) (figura IV.2.15.B).

Palythine y asterina-330 se comportaron del mismo modo. En luz blanca y amarilla se
observo una caida significa de la proporcién a los 3 dias que continud hasta los 7 dias de cultivo
(p<0.05). En luz roja y verde se produjo una caida significativa después de los 3 dias de cultivo
(p<0.05) y este valor se mantuvo hasta el final del experimento. En luz azul la proporcion se
incrementd significativamente respecto al inicial después de los 7 dias de cultivo (p<0.05)
(figuras IV.2.15.C,D).
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Figura 1V.2.15. Proporciones relativas de shinorine (A), porphyra-334 (B), palythine (C) y
asterina-330 (D) al iniciar el experimento y tras los 3 y 7 dias de exposicion a las bandas de luz

blanca, azul, verde, amarilla y roja para P. leucosticta.

Correlaciones:

Tabla 1V.2.1.A. Coeficientes de correlacion de Pearson para las variables indicadas en la
exposicion de P. leucosticta a las bandas de luz blanca, azul, verde, amarilla y roja. **

Correlacién significativa p< 0.01, * Correlacién significativa p<0.05 (n=11).

IBE FJ/Fm | TTEm | PDTE area Cla FB FE/FC | PtS
Fo/Fr -0.729*
TTEmax 0.093 -0.583
PDTE 0.630* -0.354 0.206
area 0.313 -0.263 0.527 0.814**
Cla 0.309 -0.142 0.345 0.715* | 0.835**
FB -0.224 0.417 -0.059 0.369 0.486 0.174
FE/FC -0.304 0.524 -0.214 -0.055 0.103 0.510 -0.046
PtS -0.234 0.416 -0.194 0.275 0.355 0.018 | 0.966** | -0.116
PEST -0.545 0.700* | -0.622* | -0.719* | -0.710* -0.429 -0.084 0.420 | -0.010
C 0.271 0.041 0.260 0.643* 0.695* | 0.801** | 0.328 0.493 0.133
N 0.069 0.200 0.180 0.483 0.603* | 0.881** | 0.211 0.662* | 0.019
A 0.217 -0.089 0.409 0.659* 0.838** | 0.979** | 0.207 0.562 0.032
MAAs -0.231 0.471 0.083 0.208 0.517 0.688* 0.403 | 0.769** | 0.264
SH 0.783* | -0.646* 0.402 0.919** | 0.765** | 0.620* 0.177 -0.251 | 0.101
PR -0.664* 0.529 -0.425 | -0.948** | -0.873** | -0.700* | -0.324 0.167 | -0.236
PNE -0.919** | 0.782** | -0.315 | -0.764** | -0.500 -0.455 0.140 0.337 0.194
AS -0.916** | 0.784** | -0.320 | -0.766** | -0.501 -0.470 0.160 0.307 0.216
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Tabla 1V.2.1.B. Coeficientes de correlacién de Pearson para las variables indicadas en la
exposicion de P. leucosticta a las bandas de luz blanca, azul, verde, amarilla y roja. **

Correlacién significativa p< 0.01, * Correlacidn significativa p<0.05 (n=11).

PEST C N A MAAs SH PR PNE
C -0.240
N -0.081 0.814**
A -0.423 0.843** | 0.882**
MAAs 0.189 0.761** | 0.824** | 0.740**
SH -0.848** 0.485 0.334 0.564 0.009
PR 0.837** -0.567 -0.417 -0.655* -0.162 -0.977**
PNE 0.763** -0.306 -0.195 -0.374 0.224 -0.923** | 0.824**
AS 0.765** -0.321 -0.206 -0.393 0.216 -0.922** | 0.822** | 0.999**

La IBE calculada para la fotosintesis de P. perforata (Fork, 1963) se correlaciond
positivamente con el contenido de shinorine y negativamente con el de porphyra-334, palythine
y asterina-330. El &rea de los talos se correlacion6 positivamente con la eficiencia fotosintética
(pendiente de la curva TTE-E), con el contenido de clorofila a, C y N internos y con la
absortancia de los talos, la correlacion fue negativa con respecto al contenido de proteinas
estructurales. La absortancia se correlacion6 positivamente con la eficiencia fotosintética, con el
crecimiento, y con el contenido interno de C, N y clorofila a. Globalmente se encontré una
correlacion positiva entre el contenido de MAAs y el de C, N, clorofila a y con la relacion
FE/FC. Y una correlacién negativa con el rendimiento cuantico éptimo, al igual que shinorine, y
contrariamente a palythine y asterina-330. El contenido en shinorine se correlaciond
positivamente con la eficiencia fotosintética, con el contenido de clorofila a y con el area de los
discos, al contrario que el resto de los MAAs. De modo que la correlacion entre shinorine y los
demas MAASs es negativa y entre porphyra-334, palythine y asterina-330 es positiva (tabla
IvV.2.1).
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IV.3. Efecto de fuentes artificiales de RUV y PAR en la acumulacion de MAAs y en el
estado fotosintético a lo largo de una fase gametofitica de P. leucosticta.

IVV.3.1. Disefio experimental:

A las plantas recolectadas entre los meses de diciembre de 2000 a abril de 2001 se las
someti6 a los mismos tratamientos una vez llegadas al laboratorio. En cada uno de estos meses
se realizd el muestreo alrededor del dia 20. En primer lugar se mantenian un dia en cultivo a 40
pmol-m?2.s™ (lampara Truelite) con un fotoperiodo de 12h luz:12h oscuridad, posteriormente se
exponia los talos durante una semana a los tratamientos P, PA y PAB (empleando los filtros de
Plexiglas®, ver material y métodos M.6). En este caso la lAmpara empleada para la radiacion
PAR fue la Optimarc. Las irradiancias del cultivo fueron 460 umol-m?s™ de PAR, 9.6 W-m? de
UVA y 0.9 W-m? de UVB, con un fotoperiodo de 12:12. La RUV se consiguié empleando 2
lamparas Q-Panel y 1 Philips TL40W/12. EI medio en el que se mantuvo el cultivo fue agua de
mar natural filtrada, la cual se enriquecié con medio Provasoli. El experimento se realiz6 en
bandejas que se colocaron en el interior de otra de mayor tamafio, por la que circulaba agua a 7°
C, de manera que la temperatura en los cultivos se mantenia en 15+1° C. Se calculé el
rendimiento cuéntico 6ptimo, la concentracion de clorofila a, ficobiliproteinas, proteinas
solubles y estructurales y MAAs al inicio y transcurrida una semana de experimentacion (figura

IV.3.1). - oA

/ 295// 320// 335/4— Filtros

Flujos
=

Equipo de refrigeracion

Tiempos de muestreo:

Inicial
Rendimiento cuantico efectivo > {7 dias de exposicion

Compuestos nitrogenados:
» Clorofilaa

*  Ficobiliproteinas . flniffial o
" \U dias de exposicion

* Proteinas solubles
* Proteinas estructurales
«  MAAs

Figura 1V.3.1. Esquema del disefio experimental para los talos de P. leucosticta expuestos a los

tratamientos luminicos P, PA'y PAB, a lo largo de los meses desde diciembre 2000 a abril 2001.

179



Nathalie Korbee Peinado. Tesis Doctoral

En el capitulo Il se dedica un apartado a las dosis de radiacion solar para los meses de

experimentacion (apartado 11.4.1.1).
IV.3.2. Resultados:
Respuesta fotosintética:

Los rendimientos cuanticos 6ptimos de fluorescencia iniciales no variaron
significativamente a lo largo de los meses en los que se repitio el experimento (p>0.05), pero la
respuesta ante cada uno de los tratamientos fue distinta a lo largo del ciclo de la fase
gametofitica de P. leucosticta. Los valores iniciales del rendimiento cuantico 6ptimo fueron de
0.66+0.04 (diciembre), 0.64+0.03 (enero), 0.65+0.02 (febrero), 0.62+0.04 (marzo) y 0.66+0.03
(abril).

En diciembre, enero y febrero se observd una pequefia caida significativa (p<0.05) del F,/Fy,
tras la exposicion a los tres tratamientos P, PA y PAB (p<0.05). Sin embargo, entre los
tratamientos no se observaron diferencias significativas (p>0.05). En marzo hubo una caida
respecto al inicial en el tratamiento P (12%) y PA (25%) (p<0.05), el valor del rendimiento en el
tratamiento PAB no fue diferente significativamente al valor inicial ni al tratamiento P (p>0.05),
pero si al tratamiento PA. Por ultimo, en abril se produjeron caidas del F,/F, en los tres
tratamientos, la mayor fue para PA (30%), seguido de PAB (20%) y por ultimo el tratamiento en

el que menos cayé el rendimiento cuantico 6ptimo fue P (12%) (p<0.05) (figura 1V.3.2).
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Figura 1V.3.2. Porcentajes del rendimiento cuantico 6ptimo respecto al valor inicial tras la
semana de exposicion a los tratamientos luminicos P, PA 'y PAB, a lo largo de los meses desde
diciembre 2000 a abril 2001 para P. leucosticta.
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Contenido pigmentario (clorofila a y ficobiliproteinas):

Capitulo IV

En el mes de enero la concentracion inicial de clorofila a fue superior que en el resto de los
meses. Los tratamientos aplicados derivaron en respuestas diferentes segun el mes de
experimentacion. En diciembre el tratamiento P increment6 la concentracion inicial de clorofila
a (p<0.05). En los meses de enero, marzo y abril no se observaron diferencias significativas en
el contenido de clorofila a entre los distintos tratamientos, ni respecto al valor inicial (p>0.05).
En febrero el tratamiento PA incrementd la concentracion respecto al valor inicial (p<0.05)

(figura IV.3.3).

Olnicial oP ®\PA wPAB

° 1

Cla (mg-g* PS)

Diciembre  Enero Febrero Marzo Abril

Figura 1V.3.3. Concentracién de clorofila a al iniciar el experimento y tras la semana de
exposicion a los tratamientos luminicos P, PA y PAB, a lo largo de los meses desde diciembre

2000 a abril 2001 para P. leucosticta.

No se observaron diferencias significativas en el contenido inicial de ficoeritrina (FE) para
los distintos meses de experimentacion (p>0.05) (figura IV.3.4.A). Sin embargo, el valor inicial
de ficocianina (FC) fue significativamente inferior en el mes de abril respecto a diciembre,
enero y febrero (p<0.05) (figura 1V.3.4.B). Calculando las ficobiliproteinas en su conjunto, se
observo que en el mes de abril la concentracion interna inicial fue significativamente inferior
que en los meses de enero y febrero (p<0.05) (figura 1V.3.4.D). La relacién inicial FE/FC

también fue significativamente superior en abril que en los demas meses de muestreo (p<0.05)

(figura 1V.3.4.C).

En los meses de enero, febrero y marzo no se observaron diferencias significativas después
del periodo de experimentacion en el contenido interno de ficoeritrina entre el valor inicial y los
3 tratamientos de luz aplicados (p>0.05). En diciembre el tratamiento PA indujo una
acumulacién mayor significativamente que el tratamiento PAB y en el mes de abril todos los

tratamientos derivaron en un contenido interno de ficoeritrina distinto significativamente entre
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ellos y respecto al inicial (p<0.05), de manera que el orden de mayor a menor concentracion
fue: inicial, P, PA 'y por ultimo, PAB (figura IV.3.4.A).

La concentracién de ficocianina en el mes de diciembre no fue diferente significativamente
entre los tratamientos, ni tampoco respecto al inicial (p>0.05). En enero el contenido inicial de
FC fue superior significativamente que el del tratamiento P y PAB después de la semana de
cultivo, y en el tratamiento PA se observo una concentracion superior que en PAB (p<0.05). En
febrero el contenido interno de FC en los tres tratamientos luminicos fueron inferiores
significativamente respecto al inicial (p<0.05). En marzo el contenido de FC fue inferior
significativamente en los tratamientos P y PAB que el inicial y en abril la acumulacién de FC
tras el periodo de experimentacion en el tratamiento P fue superior significativamente que en los
tratamientos PA y PAB (p<0.05) (figura IV.3.4.B).

La concentracion de ficobiliproteinas no vari6 significativamente entre tratamientos ni
respecto al inicial en los meses de diciembre y febrero (p>0.05). En enero la concentracién cayo
significativamente en todos los tratamientos por igual, respecto al inicial (p<0.05). En marzo el
contenido interno de ficobiliproteinas fue inferior significativamente en los tratamientos P y
PAB que el inicial (p<0.05). Y en abril el contenido interno en el tratamiento P después de la
semana de experimentacion se mantuvo respecto al inicial (p>0.05), sin embargo, el contenido
en los tratamientos PA y PAB fue significativamente inferior que en P y el valor inicial (p<0.05)
(figura 1V.3.4.D).

En la relacion FE/FC no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos ni
respecto al inicial en los meses de enero y marzo (p>0.05). En diciembre el valor de esta
relacion en el tratamiento PA fue superior significativamente que en el inicial (p<0.05). En
febrero tras la semana de cultivo el valor fue superior significativamente en los tratamiento P y
PAB respecto al inicial (p<0.05). Y en el mes de abril la relacion cayd en todos los tratamientos

por igual respecto al valor inicial (p<0.05) (figura IV.3.4.C).
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Figura 1V.3.4. Concentracion de FE (A), FC (B), relacién FE/FC (C) y FB (D) al iniciar el
experimento y tras la semana de exposicion a los tratamientos luminicos P, PA 'y PAB, a lo largo

de los meses desde diciembre 2000 a abril 2001 para P. leucosticta.

Acumulacién de proteinas solubles y estructurales:

La concentracion inicial de proteinas solubles fue significativamente inferior en los meses
de marzo y abril respecto a los deméas meses de experimentacion (p<0.05). Tras el periodo de
cultivo no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos ni respecto al inicial en
los meses de diciembre y marzo (p>0.05). En enero el tratamiento PA indujo una concentracion
superior que el tratamiento P (p<0.05). En febrero tras la aplicacion del tratamiento PA el
contenido interno de proteinas solubles fue inferior que en el tratamiento PAB y también
respecto al valor inicial, y en el tratamiento PAB se observé una concentracion superior
significativamente que en el tratamiento P (p<0.05). En abril los tratamientos PA y PAB
derivaron en una concentracion inferior de proteinas solubles respecto al P y al inicial, en PA la

concentracién fue menor adn que en PAB (p<0.05) (figura 1V.3.5).
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Figura 1V.3.5. Concentracion de proteinas solubles al iniciar el experimento y tras la semana de
exposicion a los tratamientos luminicos P, PA y PAB, a lo largo de los meses desde diciembre
2000 a abril 2001 para P. leucosticta.

La concentracion inicial de proteinas estructurales no vario significativamente a lo largo del
periodo de experimentacion (p>0.05). Tampoco varié después de la semana de cultivo en los
meses de diciembre, febrero y marzo (p>0.05). En enero la concentracion de proteinas
estructurales cayd significativamente en los tratamientos P y PA respecto al inicial y al
tratamiento PAB, y en abril después del periodo de cultivo a los tres tratamientos luminicos la
concentracion en el tratamiento P fue superior que en el tratamiento PAB (p<0.05) (figura

IV.3.6).
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Figura IV.3.6. Concentracion de proteinas estructurales al iniciar el experimento y tras la semana

de exposicion a los tratamientos luminicos P, PA'y PAB, a lo largo de los meses desde diciembre
2000 a abril 2001 para P. leucosticta.

Relacion FB/PtS:

La relacion inicial de FB/PtS fue la misma en los distintos meses de experimentacion
(p>0.05). En diciembre tras la semana de cultivo en los tratamientos P y PAB la relacion FB/PtS

fue inferior significativamente que el valor inicial y que en el tratamiento PA (p<0.05). En enero
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el inicial fue superior que en todos los demas tratamientos (p<0.05). En febrero la relacion fue
inferior en el tratamiento PAB. En marzo el valor inicial fue significativamente superior que tras
la aplicacion de los tratamientos P y PAB (p<0.05). En abril no se detectaron diferencias
significativas entre el inicial y los tratamientos P y PAB (p>0.05), sin embargo, en PA el valor
de la relacion fue muy superior, de 1.22+0.14 (no se muestra en la figura) (figura 1V.3.7).
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Figura 1V.3.7. Relacidon FB/PS al iniciar el experimento y tras la semana de exposicion a los
tratamientos luminicos P, PA 'y PAB, a lo largo de los meses desde diciembre 2000 a abril 2001

para P. leucosticta.

El coeficiente de determinacidn para la regresion lineal entre FB y PtS fue de 0.583 (n=60;
p<0.01). La ecuacion para la relacion fue: FB=0.146-PtS+1.1.

Carbono y nitrégeno total. Relacion C/N:

En los talos de P. leucosticta el contenido inicial de carbono y nitrogeno fue
significativamente inferior en diciembre que en febrero (p<0.05). Ademas el contenido inicial
de nitrégeno en abril fue inferior que en los demas meses excepto diciembre, y en enero
superior a los deméas meses excepto febrero (p<0.05). La relacion C/N inicial fue superior en
abril y en enero fue inferior que en los demas meses excepto febrero (p<0.05) (figura
IV.3.8.A,B,C).

En el mes de diciembre el contenido interno de carbono fue inferior significativamente al
iniciar el experimento que tras una semana de exposicion a los tratamientos P y PAB. El
contenido de nitrogeno en el inicial fue superior que tras la exposicion a PA y PAB. Y la
relacion C/N fue inferior al iniciar el experimento que tras la semana de exposicion a los tres
tratamientos luminicos (p<0.05) (figura IV.3.8.A,B,C).

En el mes de enero el contenido inicial de carbono en PAB fue inferior al contenido en PA.

El nitrégeno fue superior significativamente al iniciar el experimento que tras la exposicion a
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PAB, y éste que la exposicion a P y PA. La misma relacion que para el nitrogeno pero en
sentido inverso se observo para la relacion C/N, el inicial inferior que PAB vy este inferior que P
y PA (p<0.05) (figura IV.3.8.A,B,C).

En el mes de febrero el contenido inicial de carbono fue significativamente inferior que éste
tras la semana de exposicion en PAB, y el contenido de nitrogeno inicial superior que éste tras
la semana de exposicion a los tres tratamientos luminicos. La relacion C/N fue inferior en el
inicial que en el resto (p<0.05) (figura IV.3.11.A,B,C).

En el mes de marzo el contenido inicial de carbono fue inferior que el del tratamiento P y el
contenido inicial de nitrégeno superior que tras los tres tratamientos. La relacion C/N fue
inferior al iniciar el experimento que tras los tratamientos P y PA (p<0.05) (figura
IV.3.11.A,B,C).

En el mes de abril el contenido de carbono fue significativamente inferior en P, seguido de
PAB y por altimo PA, que no se diferencié del inicial. EI contenido inicial de nitrégeno fue
superior significativamente que en el tratamiento P (p<0.05). Y en la relacion C/N no se
detectaron diferencias significativas entre el inicial y los tratamientos luminicos (p>0.05) (figura
IV.3.11.A,B,C).
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Figura IV.3.8. Contenido interno de carbono (A), nitrdgeno (B) y la relaciéon C/N (C) al iniciar el
experimento y tras la semana de exposicion a los tratamientos luminicos P, PA'y PAB, a lo largo

de los meses desde diciembre 2000 a abril 2001 para P. leucosticta.
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Contenido de MAAs:

El contenido inicial de MAAs fue el mismo en los distintos meses de experimentacion
(p>0.05). En los meses de diciembre, enero, febrero y marzo el contenido de MAAs no varid
entre tratamientos ni respecto al valor inicial (p>0.05). En abril la concentracion de MAAs fue

inferior significativamente en los tratamientos PA y PAB (p<0.05) (figura 1V.3.9).
12
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Figura 1V.3.9. Concentracion de MAAs al iniciar el experimento y tras la semana de exposicion
a los tratamientos luminicos P, PA y PAB, a lo largo de los meses desde diciembre 2000 a abril

2001 para P. leucosticta.

En el contenido total de MAAs no se mantuvieron constantes las proporciones relativas
entre los tipos. La proporcidn inicial de shinorine fue significativamente superior en marzo que
en los meses de diciembre y abril. La proporcion inicial de porphyra-334 fue significativamente
inferior en marzo que en el resto de los meses, y ademas en enero y en febrero fue superior que
en diciembre. La proporcion de palythine fue superior en diciembre y en marzo y en febrero la
proporcion fue la menor. La proporcion de asterina-330 fue significativamente superior en los

meses de diciembre y marzo que en enero (p<0.05) (figura IV.3.10.A-D).

En el mes de diciembre se incrementd la proporcion de shinorine respecto al valor inicial en
todos los tratamientos, después de los 7 dias de cultivo la proporcién fue significativamente
inferior en PA que en los otros dos tratamientos luminicos (p<0.05) (figura 1V.3.10.A). Sin
embargo, el porcentaje de porphyra-334 después de la semana de cultivo fue menor que en el
valor inicial (p<0.05) (figura 1V.3.10.B). Las proporciones relativa de palythine y asterina-330
se incrementaron significativamente en el tratamiento PA respecto al valor inicial (p<0.05)
(figura 1V.3.10.C,D).

En el mes de enero la proporcion de shinorine se increment6 con respecto al inicial en los
tratamientos P y PAB (p<0.05) (figura 1V.3.10.A). Sin embargo, el porcentaje de porphyra-334

cayo significativamente en todos los tratamientos después del cultivo, igual que ocurria en el
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mes de diciembre (figura 1V.3.10.B). Las proporciones de palythine y asterina-330 se
incrementaron en todos los tratamientos luminicos con respecto al inicial, en mayor medida en
el tratamiento PA (p<0.05) (figura IV.3.10.C,D).

En el mes de febrero la proporcion de shinorine se incrementé significativamente respecto
al inicial en el tratamiento PAB (figura 1V.3.10.A). La proporcion de porphyra-334 cayd en
todos los tratamientos respecto al inicial y ademas la proporcion en el tratamiento P fue
significativamente superior que en PA y PAB (p<0.05) (figura I1V.3.10.B). La proporcion de
palythine no varié significativamente entre tratamientos (p>0.05) (figura 1V.3.10.C). Para
asterina-330 se produjo una caida significativa de la proporcion en PAB respecto al tratamiento
PA (p<0.05) (figura IV.3.10.D).

En el mes de marzo no se detectaron diferencias significativas en las proporciones para
ninguno de los tipos de MAAs (p>0.05). Y en abril la proporcion de shinorine cayd
significativamente en el tratamiento PA y se increment6 en P (figura 1V.3.10.A). La proporcion
de porphyra-334 cayo0 significativamente respecto al inicial en el tratamiento P (p<0.05) (figura
IV.3.10.B). Para palythine y asterina-330 no se detectaron diferencias significativas entre
tratamientos para el mes de abril (p>0.05) (figura 1V.3.10.C,D).
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Figura 1V.3.10. Proporcidn relativa de los MAAs, shinorine (A), porphyra-334 (B), palythine (C)
y asterina-330 (D), al iniciar el experimento y tras la semana de exposicién a los tratamientos

luminicos P, PA y PAB, a lo largo de los meses desde diciembre 2000 a abril 2001 para P.
leucosticta.
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Correlaciones:

Tabla IV.3.1. Coeficientes de correlacion de Pearson para las variables indicadas, tras la semana

de exposicion a los tratamientos luminicos P, PA y PAB, a lo largo de los meses desde diciembre

2000 a abril 2001 para P. leucosticta.** Correlacion significativa p< 0.01, * Correlacién

significativa p<0.05 (n=20).

PAR UVA UvB FJ/Fn Cla FB PtS
UVA 0.990**
UvB 0.971** | 0.995**
Fu/Fm -0.220 -0.241 -0.254
Cla -0.560* | -0.630** | -0.663**| 0.204
FB -0.675** | -0.712** | -0.727** | 0.578** | 0.586**
PtS -0.889** | -0.910** | -0.914** | 0.413 0.534 | 0.757**
PEST -0.698** | -0.668** | -0.635** | 0.101 0.355| 0.528* | 0.556*
Cc -0.565** -0.517* -0.471* | -0.217 0.256 0.103 0.393
N -0.413 -0.412 -0.403 | 0.592** | 0.272 | 0.698** | 0.453*
MAAs -0.749** | -0.769** | -0.785** | 0.446* | 0.572** | 0.670** | 0.752**
SH -0.379 -0.362 -0.348 0.085 0.297 0.023 0.388
PR 0.327 0.353 0.378 0.221 | -0.299 0.021 -0.319
PNE 0.198 0.151 0.102 | -0.295| -0.094 -0.185 -0.121
AS -0.153 -0.180 -0.208 | -0.319 0.117 -0.048 0.122
PEST C N MAAs SH PR PNE
C 0.336
N 0.276 | -0.024
MAAs 0.462* | 0.314| 0.289
SH 0.380 | 0.277| -0.157 | 0.501*
PR 0.052 | -0.306 | 0.313| -0.482* | -0.528*
PNE -0.507* | -0.192| -0.274 -0.047 -0.235 | -0.614**
AS -0.261| 0.243| -0.276 0.189 -0.122 | -0.712** | 0.835**

La dosis de radiacion mensual recibida se correlaciond negativamente con el contenido de

proteinas (FB, proteinas solubles y estructurales) y también con el contenido interno de C y de

MAA:s. La correlacion fue positiva entre el contenido de nitrogeno y el rendimiento cuéantico

optimo. El contenido interno de MAAs se correlaciond positivamente con el contenido

pigmentario, de proteinas y de shinorine, y negativamente con el contenido de porphyra-334.

Entre los diferentes tipos de MAAs, de nuevo se repite la correlacion negativa entre shinorine y

porphyra-334, positiva entre palythine y asterina-330 y también negativa entre porphyra-334 y
palythine y asterina-330 (tabla IV.3.1).
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1V.4. Discusion.
IV.4.1. Irradiancias PAR.

Hay estudios en los que se asocia un incremento del contenido interno de MAAs con
incrementos en la irradiancia PAR del cultivo, en el dinoflagelado Alexandrium excavatum
(Carreto et al., 1990a), en diatomeas céntricas (Riegger y Robinson, 1997) y en Phaeocystic
antarctica (Prymnesiofita) (Newman et al., 2000). En macroalgas también se observé un
incremento de MAAs a medida que las dosis de radiacion PAR recibidas eran superiores,
concretamente en Bostrychia moritziana y Caloglossa leprieunii (Karsten et al., 2000) y en
Chondrus crispus (Karsten et al., 1998a; Franklin et al., 1999). Aunque hay otros autores que
afirmaron que el cultivo con PAR, sin RUV, en el dinoflagelado Symbiodinium
microadriaticum no derivd en una variacion del contenido de MAAs (Banaszak y Trench,
1995). Los resultados obtenidos en este capitulo mostraron una disminucion en la concentracion
de MAAs tras una semana de cultivo en luz continua en distintas irradiancias PAR, se podria
suponer que el crecimiento de los talos estaria diluyendo el contenido inicial de MAAs y de ahi
la caida en la concentracion total. Sin embargo, en el tratamiento de menor irradiancia (10
umol-m?s™) el contenido de MAAs no varié respecto al valor inicial después del periodo de
experimentacion, se podria explicar teniendo en cuenta que la energia disponible para los talos
en este tratamiento es muy pequefia (IBE para la fotosintesis (Fork, 1963) 7 pmol-m?2s™), de
manera que el crecimiento estaria en un segundo plano respecto al mantenimiento de un

metabolismo basal y la supervivencia.

Puesto que para la méxima radiacién a la que se sometié la planta (300 pmol-m?2s™)
procedente de la lampara de halogenuros Optimarc, la disminucion del contenido interno de
MAAs después de la semana de cultivo fue inferior que para la maxima radiacion procedente de
las lamparas Osram (135 pmol-m™?:s™), se podria pensar que la acumulacion de MAAs diferia en
funcidn de la fuente de iluminacion, ademas se produjo una caida de la proporcion relativa de
porphyra-334 en el primero de los casos, y un incremento de shinorine en el segundo. Hay
autores que sugirieron que la calidad espectral de la luz de incubacién influia en la acumulacién
de MAAs (Carreto et al., 1990a; Franklin et al., 2001). Las diferencias fundamentales en la
calidad luminica de las lamparas Optimarc y Osram son la mayor emision de luz roja y roja
lejana, y la menor emision de azul y amarilla en la primera de ellas. Ademas la relacion
Rojo/Rojo lejano también difiri6 en ambas lamparas, mientras que la Optimarc se caracterizd
por una relacion de 1.1, el valor para la Osram fue de 3.6, en esta Ultima ldmpara, la cantidad de
rojo lejano era muy pequefia. La relacion Rojo/Rojo lejano para la lampara de halogenuros es
similar a la que se puede encontrar en la superficie del mar y la de la lampara Osram es mas

caracteristico de profundidades de unos 2 metros (Figueroa, 1996). Sin embargo, a irradiancias
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intermedias (70 pmol-m?s™) no se reflejo el efecto de la calidad luminica de las lamparas
empleadas en el cultivo. En estas irradiancias intermedias y también cuando los talos se
incubaban a 135 pmol-m?2.s™, la proporcion relativa de shinorine respecto al total de MAAs tras
el cultivo fue superior que en el valor inicial. Ademas la concentracion de MAAs y el contenido
de shinorine se correlacionaron negativamente, de manera que quizd ademas de estar
diluyéndose el contenido de MAAs debido al crecimiento de los talos, se estaria sintetizando y
acumulando preferentemente shinorine. La menor caida del contenido interno de MAAs en el
tratamiento de 300 umol-m™.s™ emitidos por la lampara Optimarc, se podria explicar no tanto
por las diferencias en las calidades luminicas de las lAmparas de incubacion, sino porque a estas
altas irradiancias de PAR los talos tendrian una tasa relativa de crecimiento menor (Aguilera,

1997) y por ello, la dilucion del contenido de MAAs también seria inferior.

Debido a que en el tratamiento de 300 pmol-m™2s™ se produjo una caida en el contenido de
porphyra-334, mientras que no se observo el incremento de shinorine que se observaba en los
demas tratamientos, y si un incremento en palythine y asterina-330. Se podria pensar, segun las
conclusiones extraidas en capitulos anteriores, que a esta elevada irradiancia el efecto de la
dilucién en la acumulacién de MAAs fuese infimo, y que por el contrario, se podria relacionar
la caida del contenido total de MAAs con la conversion de shinorine y/o porphyra-334 en
gadusol, que supondria un mecanismo adicional de fotoproteccién por acumulacion de
sustancias antioxidantes. De hecho se encontrd una correlacion negativa entre el contenido de
porphyra-334 y asterina-330, y positiva para asterina-330 y palythine, al igual que para estos
dos ultimos MAAs vy la irradiancia del cultivo. Es probable que las altas irradiancias de PAR
produzcan el mismo efecto que la RUV y bajo estas circunstancias se concluyd en el capitulo 11
que los talos acumulan preferentemente palythine y asterina-330, frente a shinorine y porphyra-
334. Pero, con este nuevo resultado también se podria sugerir que quiza la sefial luminica que
deriva en este comportamiento sea la incubacion en altas irradiancias de PAR, mas que las altas

irradiancias de RUV.

Aln manteniendo una alta concentracion de MAAs tras la semana de cultivo en el
tratamiento luminico de 300 pmol-m?s™, se produjo una caida en la actividad fotosintética de
P. leucosticta, ademas esta caida se correlaciond negativamente con el porcentaje de palythine y
asterina-330. A pesar de ello, la caida de la tasa fotosintética fue inferior que en el experimento
realizado a corto plazo con esta misma especie, se podria relacionar con una menor capacidad
de aclimatacién de los talos empleados en ese experimento, puesto que su fase macroscépica se
encontraban muy préxima a desaparecer. Parece que los MAAs no estaban protegiendo
totalmente a los talos de una irradiancia PAR elevada, este resultado podria asociarse a que las

moléculas de MAASs presentes en P. leucosticta absorben en el rango de 320 a 334 nm y no por
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encima de 400 nm. La caida de la actividad fotosintética tampoco se correlaciond con el
contenido pigmentario, puesto que si cayé la concentracion de clorofila a en el tratamiento de
mayor irradiancia PAR, al igual que ocurria con el rendimiento cuantico 6ptimo; sin embargo,
en el tratamiento de 135 pmol-m?s™ también se produjo una caida de la concentracion de
clorofila y no se observé ninglin cambio en el rendimiento. Se puede sugerir que la caida de la
concentracion de clorofila a en el tratamiento de 135 umol-m?s™ pudiera estar relacionada con
un mayor crecimiento del talo y, por lo tanto, con una dilucion del contenido interno de este
pigmento, ademas de a una aclimatacion a altas irradiancias PAR que conduciria a la

disminucién del contenido pigmentario. En el tratamiento de 300 umol-m?s™

, al producirse un
menor crecimiento del talo (Aguilera, 1997), tal y como se apunté anteriormente, se podria
atribuir la caida en el contenido de clorofila a, ademas de a la aclimatacion a altas irradiancias,
al efecto negativo de esas elevadas irradiancias PAR en la molécula durante el periodo de 7 dias
en luz continua (Ridiger y Lopez-Figueroa, 1992). De hecho en el experimento a corto plazo no
se observd caida alguna de la concentracion de clorofila, que era un 47% superior en su valor
inicial respecto a este experimento, a pesar de que la irradiancia con la que se incubaron los
talos en el tratamiento AP fue superior. El contenido de FC cayd en todos los tratamientos por
igual tras el periodo de experimentacion, y el de FE también disminuy6 excepto en el

tratamiento de 70 pmol-m2.s™ (lamparas Osram), al igual que ocurria con las proteinas solubles.

Se observé que P. leucosticta acumulaba preferentemente clorofila a frente a
ficobiliproteinas cuando la energia que se le estaba suministrando a los talos era baja, muy
probablemente para mantener la actividad fotosintética. Se conoce que la proteolisis de las
ficobiliproteinas provee a las células de los aminoécidos y microelementos necesarios para la

supervivencia de las mismas (Ardoz y Hader, 1997).
IV.4.2. Calidad luminica.

Ademaés del efecto de la irradiancia, la calidad de luz con la que se iluminaba el cultivo de
P. leucosticta influia en la actividad fotosintética de la planta, en el contenido pigmentario,
proteinico y también en los MAAs. Se ha descrito que las luces roja y verde modulan la sintesis
pigmentaria, mientras que la luz azul influencia los procesos metabolicos, como la respiracion,

la degradacion de carbohidratos y la sintesis pigmentaria (Tsekos et al., 2002).

Después de 7 dias cultivando los talos a iguales irradiancias, se observo que la luz roja
condujo a un mayor valor de la tasa de transporte electrénico méxima, de la pendiente inicial de
la curva TTE-E, ademas la tasa relativa de crecimiento también fue superior en luz roja que en
azul. En esta misma especie, Figueroa y colaboradores (1995a), también observaron una mayor

tasa y eficiencia fotosintética (cuando la fotosintesis se expresa en términos de contenido total
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de pigmentos) y un mayor crecimiento en luz roja después de incubarse en un medio rico en
nitrégeno y en esas dos calidades luminicas (Figueroa et al., 1995a). A partir del espectro de
accion para la fotosintesis de P. perforata (Fork, 1963) se calcul6 la IBE para cada una de los
tratamientos luminicos (figura IV.2.1.B), se observa que para la luz azul es de 14 umol-m?s™,
muy inferior al resto de las calidades de luz. EI menor valor de fotosintesis en la region del azul
probablemente se deba a una baja eficiencia en la transferencia de la energia por parte de los
carotenoides, que absorben esas longitudes de onda, a la clorofila. La disminucion de la tasa de
fotosintesis en el rojo se produce a partir de 650 nm (Fork, 1963), sin embargo, el filtro
empleado en el cultivo abarcd también la banda desde 600 nm, capaz de ser absorbida por la
ficocianina, por lo tanto, la luz roja empleada podria excitar ambos fotosistemas. Aguilera y
colaboradores (2000) observaron que el rendimiento cuantico 6ptimo no se veia influenciado
por los tratamientos luminicos (azul, rojo y blanco). Estos autores atribuyeron el alto valor de
F./Fm en los talos adaptados a luz azul, ademas de que posiblemente existiese un pequefio
solapamiento entre el PSIl y el PSI en esta calidad luminica (Figueroa et al., 1995a), que
provocaria una baja eficiencia para la hidrdlisis del agua, también estaria indicando que la
demanda de electrones permanece alta en luz azul, como la asimilacion de carbono era baja, la
demanda vendria de la asimilacion de nitrogeno inorgénico (Aguilera et al., 2000). Aunque cabe
destacar, que al emplearse como fuente de nitrégeno inorganico amonio, la demanda electrénica
es inferior que si el medio se supliera de otros compuestos inorgénicos de nitr6geno no

reducidos.

El precultivo durante una semana de los talos de P. leucosticta en un medio de cultivo sin
nitrégeno inorgénico, permitié que al afadir amonio se produjese una elevada asimilacion del
mismo, reflejandose en un incremento del contenido interno de nitrégeno y de los componentes
nitrogenados, que no se habia observado en anteriores experimentos en los que los talos no se

precultivaron en condiciones de limitacion de nitrégeno inorganico.

El contenido interno de clorofila a fue el mismo tras la incubacion de los talos de P.
leucosticta en luz azul y roja, Figueroa y colaboradores (1995b) tampoco observaron diferencias
en esta misma especie incluso después de dos semanas de cultivo. Aungue tras 4 semanas el
contenido de clorofila a fue superior en luz azul que en luz roja (Figueroa et al., 1995a). A pesar
de que la concentracién de ficoeritrina era superior en luz azul que en roja, al igual que en los
articulos citados anteriormente, la de ficocianina no estaba tan influenciada por estas calidades
luminicas, mientras que en los articulos anteriores se observd que el incremento de FE fue
superior que el de FC en luz azul respecto al valor inicial después de las cuatro semanas de
cultivo (Figueroa et al., 1995a,b). Aunque en ambos casos se observd una mayor relacion

FE/FC en luz azul que en roja. En este sentido, se puede sugerir que el mayor porcentaje de luz
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azul que presentaba la lampara Osram respecto a la Optimarc en la incubacién de P. leucosticta
durante una semana en luz continua a 70 pmol-m?2s™ (experimento 1V.1), podria explicar la
ausencia de caidas en el contenido de FE. En periodos de 24 horas la luz roja inducia la
disminucién de pigmentos en la cianobacteria Anabaena sp., mientras que la luz azul, verde y
amarilla los incrementaba (Sinha et al., 1998). Después de 4 semanas de cultivo en luz azul se
encontraron un gran namero de ficobilisomas bien formados en P. leucosticta localizados en
gran namero en las lamelas tilacoidales que cruzan el pirenoide, mientras que en luz roja, y
especialmente en verde no se encontraron ficobilisomas bien formados (Tsekos et al., 2002). Sin
embargo, en los resultados presentados en este capitulo no se refleja el efecto negativo de la luz
roja en la acumulacion pigmentaria, y ademas la induccién de la clorofila fue dos veces superior
que la de las ficobiliproteinas en todas las calidades de luz, a pesar de que otros autores
determinaron que la induccidon del contenido de ficobiliproteinas era dos veces superior que el
de clorofila en luz azul (Lépez-Figueroa y Niell, 1990). En cualquier caso, la disposicién de los
ficobilisomas en luz azul podria explicar la alta eficiencia en la canalizacion de la energia hacia
el centro de reaccion, que se refleja en un mayor rendimiento cuéntico 6ptimo de fluorescencia.
Se sugiere, por lo tanto, un desacoplamiento entre la captacion de luz y la asimilacion de C en
luz azul, que se refleja en el mayor rendimiento cuantico éptimo y en la menor TTE en luz azul.
Carmona (1999) sugirié este mismo proceso de desacoplamiento en Gracilaria tenuistipitata

para explicar el menor crecimiento y el comportamiento fotosintético en esta calidad luminica.

La aclimatacion a bajas irradiancias se ha descrito en términos de una rapida acumulacion
de FE en relacion a clorofila a (Algarra et al., 1991), concretamente en P. leucosticta las
relaciones FE/FC y FE/CI a fueron superiores en luz azul que en roja. Sin embargo, no se
encontro que la relacion FE/CI a fuese mucho mayor en verde que en azul y rojo, ni que FC/Cl a
fuese mucho menor en azul que en verde y rojo, tal y como indicaron Lopez-Figueroa y Niell
(1991). La mayor acumulacion de FE en luz azul frente a la luz roja, podria estar compensando
relativamente la baja capacidad fotosintética en esta banda (Lining y Dring, 1985). Después del
cultivo, P. leucosticta presentd una mayor concentracion de proteinas solubles y estructurales en
luz azul, que al igual que para FE podria explicar la ausencia de caidas de proteinas solubles en
70 pmol-m2s™ (experimento IV.1). El resultado para proteinas solubles coincide con el
encontrado por Figueroa y colaboradores (1995b), sin embargo, ellos encontraron un resultado

opuesto para proteinas estructurales.

En luz roja los talos dirigen la mayoria de la energia producida en la fotosintesis hacia crear
nueva biomasa, por lo tanto, el crecimiento es mayor en esa banda. Debido a que la eficiencia
tanto fotosintética como en la inversion para el carbono es alta se minimiza la demanda para la

sintesis de nuevos componentes fotosintéticos. En otras algas rojas, como P. palmata (Luning,
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1992), Gracilaria sp. (Beer y Levy, 1983) y G. sesquipedale (Carmona, 1999) se determinaron
similares tasas de crecimiento en luz roja y azul. Sin embargo, en P. leucosticta cultivada en luz
azul la energia producida por la fotosintesis no se usa en el crecimiento de los talos, sino en
mantener unos niveles altos de proteinas, incluidas ficobiliproteinas. También en Gracilaria
tenuistipitata se observo un menor crecimiento en luz azul (Carmona, 1999). Se ha descrito que
en luz azul se produce un desacoplamiento entre el metabolismo de C y N, probablemente la luz
azul afectase al metabolismo de lipidos en las células de Porphyra de igual modo que la

oscuridad lo hace en las plantas vasculares (Tsekos et al., 2002).

La absortancia se increment6 a medida que avanzaba el periodo de experimentacion y sélo
se observd un valor ligeramente superior en luz blanca respecto a la luz roja. No se observo una
mayor absortancia en azul que en roja, tal y como determinaron en P. leucosticta tras un periodo
de 14 dias de experimentacién (Aguilera et al., 2000). A pesar de ello, otros autores han
determinado que existe una baja eficiencia de la captacion de luz en luz azul debido a un mayor
empaguetamiento pigmentario (Figueroa et al., 1995a). Efectivamente en un trabajo reciente se
ha descrito que los cambios que se producen a nivel del area protoplasmatica, en el espaciado de
los tilacoides, en los cambios en la estructura, forma y tamafio de los ficobilisomas y en la
acumulacion de plastoglobulinas, muestran que la luz monocromética (azul, roja y verde)
provoca cambios pronunciados en el efecto de empaquetamiento y consecuentemente en la

eficiencia de la absorcion de luz (Tsekos et al., 2002).

En un medio rico en nitrdgeno el contenido de C y N por disco de P. leucosticta se
incrementaba en luz roja debido a la gran expansion del disco en esa calidad de luz (Figueroa et
al., 1995b). En nuestro trabajo, en el que también se suplio el cultivo con grandes cantidades de
nitrogeno inorganico (amonio), no se encontraron diferencias en el contenido de carbono entre
las luces roja y azul (normalizado a peso seco) y si en luz blanca, en la que se incremento.
Ademas también se observé un mayor contenido de C por disco en luz roja que en luz azul
(datos no mostrados). El contenido de nitrégeno fue inferior tras el cultivo en luz roja que en
blanca, azul o verde. Los contenidos iniciales de C y N para el mes de estudio fueron superiores
que aquellos encontrados en P. leucosticta, sobre todo en términos de nitrégeno (Hernandez et
al., 1993b). La relacion C/N caia en todos los tratamientos por la acumulacion de nitrégeno,
esto también ocurrié en luz roja en una primera fase en la que el crecimiento de los discos ain
no era tan patente (primeros 3 dias), sin embargo, tras los 7 dias de cultivo, la acumulacién de

nitrégeno no disminuyd y, por lo tanto, el ratio C/N se incrementaba.

Parece ser que la estimulacién del metabolismo de N en luz azul estaba controlada en P.
leucosticta por un fotorreceptor azul, al igual que sugirieron para C. elongata (Lopez-Figueroa,

1993) y en cianobacterias (Kumar et al., 1986), aunque no se producia la expansion del talo
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debido a la baja eficiencia fotosintética (Figueroa et al., 1995b). La captura de nitrato era
superior en luz roja que en azul probablemente por la mayor superficie/volumen de las células
en el primero de los casos (Figueroa et al., 1995a). En microalgas verdes se ha descrito que la
luz azul incrementaba el contenido de proteinas y que la luz roja el de carbohidratos (Kowallik,
1987). Se observo la activacion por luz azul de la nitrato reductasa y el incremento de la captura
de nitrato y la formacion de amonio en el alga verde Chlorella kessleri (Kamiya, 1997). Debido
a que se observa un incremento en el espesor de la pared celular y una pequefia area
protoplasmatica en luz roja (Tsekos et al., 2002), se propone que el C se acumularia en dicha
pared en forma de polisacéridos, aunque también podria acumularse como floridésidos que han

sido descritos como importantes productos de reserva en este género (Karsten et al., 1993).

La acumulacion de MAAs se vio favorecida en luz blanca y en luz azul, teniendo en cuenta
que los MAAs son compuestos nitrogenados, se comportan del mismo modo que otros de ellos,
aunque tal y como se apunté anteriormente, tras la incubacién durante una semana en luz
continua (experimento 1V.1) no se observoé la influencia de un mayor porcentaje de luz azul en
las lamparas Osram en la acumulacién de MAAS, como ocurria para FE y proteinas solubles. A
pesar de que tanto en luz blanca como en azul se observe un incremento de MAAs, las
proporciones relativas entre los distintos tipos fueron diferentes. La luz azul favorecia la
acumulacion de palythine y asterina-330, mientras que shinorine estaba menos presente y
porphyra-334 se mantenia invariante, sin embargo, el resto de calidades incluida la blanca,
favorecian la acumulacion de shinorine a expensas de una caida en los otros tres MAAs. Es més,
al contrario que el resto de MAAs, el contenido en shinorine se correlaciond positivamente con
la IBE, con la eficiencia fotosintética, con el contenido de clorofila a y con el &rea de los discos.
Y de nuevo se determind una correlacion negativa entre shinorine y los demés MAAs y positiva
entre porphyra-334, palythine y asterina-330. En C. crispus se obtuvieron similares resultados
que en P. leucosticta, el MAA palythine, que era el mas abundante en esta especie, se
sintetizaba en luz azul y en luz blanca, por el contrario, en luz verde o roja no se detectd
incremento en la concentracion de ninguno de los MAAs (Franklin et al., 2001). Sin embargo,
en P. leucosticta la respuesta en el cultivo con luz blanca se asemeja a la respuesta mas comun,
que es la del resto de calidades luminicas y no a la azul, como ocurria en C. crispus (Franklin et
al., 2001). Ya en otros trabajos anteriores se habia descrito que el cultivo en luz azul del
dinoflagelado Alexandrium excavatum incrementaba el contenido de las sustancias que
absorbian RUV, aunque no en el mismo grado que la luz blanca (Carreto et al., 1990b). Y
posteriormente un efecto dependiente de la especie lo determinaron Riegger y Robinson (1997),
en diatomeas antarticas que respondia a longitudes de onda entre 370 y 460 nm mientras que
Phaeocystis antartica respondia entre 305 y 340 nm. En la cianobacteria Gloeocapsa sp. la

RUV a 320 nm era la més efectiva incrementando el contenido de MAAs, mientras que las luces
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azul, verde y roja no inducian la acumulacién de estas moléculas (Garcia-Pichel et al., 1993). Se
propusieron dos fotorreceptores en la sintesis de MAAs en C. crispus, debido a que por un lado
se observaba la acumulacién de palythine en luz azul y también porque se observa que cuando
la luz azul precedia a la radiacién UVA la cantidad de shinorine era mucho mayor que la que
cabria esperar. Estos dos fotorreceptores, azul y UVA, actuaban sinérgicamente (Franklin et al.,
2001). Posteriormente se determind en esta misma especie, realizando un espectro de accion
para la fotoinduccién de MAAs, que la radiacion UV A era la mas efectiva en término de sintesis
de MAAs, concretamente observaron un maximo de induccion a 340 nm (Krébs, 2003; Krébs et
al., en preparacién). Tal y como se ha descrito anteriormente, en P. leucosticta para una misma
irradiancia, la presencia de luz azul de banda ancha y luz azul acompafada de otras bandas de
radiacion estimularia la sintesis de MAAs, por lo tanto, se podria pensar también en la presencia
de un fotorreceptor azul en este proceso. Pero ademas, debido a que como se ha indicado existen
diferencias en el porcentaje en que aparecen los distintos tipos de MAAS, se propone que la luz
azul proporcionaria a los talos la maquinaria necesaria para que tuviesen lugar las reacciones de
interconversion desde shinorine hacia palythine y asterina-330, probablemente induciendo la

actividad y/o sintesis del grupo de enzimas que participan en dichas reacciones (figura IV.4.1).

Shinorine _ Porphyra-334
l l .............................. > * Palythine y asterina-330

Palythine Asterina-330

Figura 1V.4.1. Esquema de las posibles reacciones de interconversion entre los MAAs que se
producirian durante la incubacion de P. leucosticta en luz azul, determinadas a partir de las

correlaciones observadas entre los mismos.

IV.4.3. Efecto de la RUV y PAR a lo largo de un ciclo de la fase gametofitica.

Tras la incubacion de los talos de P. leucosticta recolectados en los meses de diciembre,
enero y febrero se observé que la alta irradiancia PAR fue la responsable de las pequefias caidas
del rendimiento cuéntico éptimo, sin observarse un efecto aditivo de la RUV, sin embargo, la
presencia de la radiacion UVB en febrero, marzo y abril derivaba en unas caidas de los
rendimientos cuénticos menores respecto al tratamiento en el que estaba presente sélo la
radiacion UVA. Un efecto positivo de la radiacion UVB ante los procesos de reparacion de la
fotosintesis fue descrito en el alga parda Dictyota dichotoma (Flores-Moya et al., 1999) y
posteriormente en Posidonia oceanica (Figueroa et al., 2002). Cuando la fase macroscopica
(haploide) de P. leucosticta se encontraba proxima a desaparecer en el mes de marzo-abril,

como indicativo de que la planta habia iniciado la fase reproductiva, en la que se produce la
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transformacion de células vegetativas en células reproductoras y se mueren el resto de células
vegetativas, los talos eran més sensibles a las altas irradiancias PAR y/o RUV del cultivo,
probablemente los mecanismos de reparacion y proteccion no se encontraban activos en su
totalidad. Ademas, en general, los pigmentos fotosintéticos y las proteinas, bien antes o tras la
experimentacion, fueron inferiores en concentracion conforme los talos se aproximaban a la
desaparicion en su fase macroscopica. También en el contenido total de MAAs se refleja este
hecho, dicho contenido se mantuvo invariante tras la experimentacién en los 4 primeros meses,
sin embargo, en abril se observé una caida en el contenido de estos compuestos cuando la RUV
estaba presente en el cultivo, concretamente la caida fue inferior en presencia de la radiacion
UVB. De nuevo parece que la presencia de esta banda esta favoreciendo, en este caso, en
términos de evitar una mayor pérdida de MAAs. Aunque al contrario de lo que se afirma en la
literatura, que se produciria una mayor acumulacion de MAAs en presencia de RUV (Karsten et
al., 1998b), en P. leucosticta no se observé incremento alguno del contenido interno de MAAs
respecto al valor inicial. En algunos de los meses de experimentacion, también la presencia de
radiacion UVB favorece que se mantenga el contenido de proteinas solubles, o bien que la caida

de la concentracion sea inferior que cuando no estaba presente esta banda.

Al no mantenerse los talos en condiciones de limitacion de nitrogeno previamente al
comienzo del experimento, no se observaron los incrementos en el contenido interno de
nitrogeno, ni en los compuestos nitrogenados, como en el caso del estudio de la calidad
luminica, a pesar de que el cultivo se realizd en un medio rico en este nutriente (con adicion de
medio Provasoli). De hecho, se observa en general que aunque se parta de un mayor contenido
interno inicial de nitrogeno, tras la semana de experimentacion dicho contenido tiende a
decrecer hasta mantenerse en torno a 40 mg-g”PS. Sin embargo, el contenido de carbono
Unicamente disminuyd después de la experimentacion en el mes de abril, indicativo de que en

esa fase los talos poseen una menor capacidad de fijacion de carbono inorganico.

El contenido inicial de FC fue inferior en el mes de abril y el de FE no vari6 a lo largo del
ciclo, a pesar de que esta descrita la mayor plasticidad de la FE en el ficobilisoma (Algarra y
Ridiger, 1993). Tras el periodo de experimentacion, el contenido de alguna de las
ficobiliproteinas se veia influenciada por la RUV, en este caso, la presencia de la radiacion
UVB inducia un descenso superior del contenido que s6lo en presencia de UVA y PAR.
Ademas, en el mes de abril tanto la alta irradiancia PAR como la RUV influian negativamente
en el contenido de FE, como indicativo de que la planta habia iniciado su fase reproductiva. En
Calothrix pulvinata se observd un descenso progresivo del contenido de FE y FC conforme
aumentaba el tiempo de exposicion a la radiacion UVB (Sinha y Hader, 1998). Sin embargo, el

contenido de clorofila a en P. leucosticta no se veia influenciado por la presencia de altas
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irradiancias PAR ni por la RUV. Comparando estos resultados con los obtenidos en el
experimento V.1 en el que se incubaron los talos en luz continua, se observa que a pesar de que
la concentracion inicial de clorofila a era muy inferior respecto a este caso, se producia una
caida adicional tras la incubacion a 300 pmol-m?s™, probablemente debido a que los
mecanismos de reparacién estuviesen dafiados en esas condiciones de luz continua tras mas de
dos dias de incubacion, puesto que en el experimento realizado con esta misma especie a corto
plazo no se observaban esas caidas. En la cianobacteria Anabaena sp. se observé un descenso
mas pronunciado del contenido de ficocianina que de clorofila a cuando la RUV estaba presente
en el cultivo (Sinha et al., 1998). Y concretamente en P. leucosticta se determind que la
presencia de la RUV solar hacia disminuir el contenido tanto de clorofila a como de
ficobiliproteinas, respecto a la ausencia de esta banda espectral (Figueroa et al., 1997). Las
diferencias fundamentales con respecto a este ultimo trabajo fueron las menores irradiancias a
las que se vieron expuestas las algas. En el ciclo diario en el que se determiné la evolucion del
contenido pigmentario, la irradiancia maxima PAR fue 1955 pmol-m?s?, la de UVA 45 W.m™
y la de UVB 1.2 W-m™ (Figueroa et al., 1997). Ademas, también hay que tener en cuenta que las

lamparas artificiales no simulan al 100% la emisién espectral de la radiacion solar.

En el mes de enero la concentracién de clorofila a inicial fue superior que en el resto de los
meses de experimentacion, coincidiendo con el méximo contenido de nitrégeno interno inicial y
con el mayor recubrimiento rocoso por parte de esta especie. Se podria pensar que el
autosombreado de unos talos sobre otros resultaria en la acumulacion de més clorofila a para la
captacion de la energia luminica. Otros autores describieron un decremento en la concentracion
de clorofila a al final del ciclo de vida de la fase gametofitica como consecuencia de la
senescencia 0 "muerte programada”, momento en el que se movilizan gran cantidad de
sustancias de reserva hacia la reproduccion para la produccion de espermétidas (Hernandez et
al., 1993b). Ademas se producia una disminucion del crecimiento al final del ciclo asociada a la
limitacion de fosfato (Flores-Moya et al., 1998). Al principio del ciclo se ha descrito que la
produccién primaria de esta especie esta limitada por nitrogeno (Hernandez et al., 1993b),
aunque en un trabajo posterior se indica que el crecimiento en la primera fase no esta limitado

por ningun nutriente (Flores-Moya et al., 1998).

Respecto a los diferentes tipos de MAAS se observo un claro incremento en la proporcion
inicial de porphyra-334 conforme se avanzaba en los meses de experimentacion respecto a
shinorine, mientras que en general, los otros dos MAAs, palythine y asterina-330 estuvieron
presentes en su valor inicial en un mayor porcentaje en el mes de marzo, coincidiendo con el
incremento en las dosis mensuales de radiacion solar, tal y como se reflejo en el capitulo 11, y

que se atribuia a la participacion de las reacciones de interconversion entre MAAs. Sin
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embargo, en el mes de abril, en el que las dosis medias mensuales eran superiores que en marzo,
no se observo la acumulacion preferente de palythine y asterina-330, se sugiere que los
mecanismos mediante los cuales tendrian lugar estas reacciones no estarian activos, por estar
preparandose los talos para la senescencia. Cabe destacar que tras la semana de experimentacion
en los primeros meses, diciembre, enero y febrero, se favorecia la acumulacion de palythine y
asterina-330 frente a shinorine y porphyra-334 en el tratamiento PA, de modo que la radiacion
UVB tenia un efecto negativo en la acumulacion de aquellos MAAs; tal y como ocurria con

shinorine y palythine (MAAs mayoritarios) en C. crispus (Krabs et al., 2002).

Tomando todos los datos de MAAs de manera global, se corroboran la correlaciones que se
habian determinado en anteriores capitulos entre los diferentes tipos de MAAs, de nuevo se
repite la correlacion negativa entre shinorine y porphyra-334, positiva entre palythine y asterina-
330 y también negativa entre porphyra-334 y palythine y asterina-330. Con todo ello, se sigue
sugiriendo la interconversion de shinorine y/o porphya-334 hacia palythine y asterina-330,
cuando las dosis de radiacion son muy elevadas. Sin embargo, no parece ser que en este
experimento shinorine estuviese asumiendo el papel de precursor de sustancia antioxidante
(gadusol), tal y como se sugirié en anteriores capitulos, puesto que en general, tampoco se
observé disminucion alguna en la concentracion total de MAAS, excepto en presencia de RUV
en el mes de abril, provocada fundamentalmente por la proximidad de la senescencia de los

talos.
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Capitulo V

V.1. Efecto combinado de la RUV y la disponibilidad de nitrégeno inorganico en la

acumulacion de MAAs y en el estado fotosintético de P. columbina.

V.1.1. Diseflo experimental:

Parte A: disponibilidad de nitrégeno inorganico.

Los talos empleados para este experimento fueron recolectados el 15 de noviembre de 2001
y se mantuvieron durante una semana en precultivo a 15° C en cilindros de metacrilato
(Plexiglas®), empleando agua de mar artificial (Marinemix hw-Professional) a 33%. con
adicion de fosfato (10 uM) y sin adicion de nitrdgeno inorganico, con burbujeo de aire
constante en la cAmara de cultivo Sanyo MLR 350 de la Estacién de Fotobiologia Playa Union a
15° C en 50 pmol-m?s® de PAR (lamparas Truelite) con un fotoperiodo de 14h luz:10h
oscuridad. Se cambio el medio una vez durante el precultivo. Se cortaron discos de 1.2 cm de
diametro. EIl experimento se llevd a cabo en los mismos cilindros de metacrilato, en la cAmara
de cultivo a 15° C bajo un fotoperiodo de 14:10 y con una irradiancia PAR de 300 umol-m?%s™
(Truelite) y 15 W-m™ de radiacion UVA y 0.9 W-m™ de UVB. La RUV se consiguié empleando
5 lamparas Q-Panel. Durante 6 dias se cultivaron los discos en tres concentraciones de cloruro
amonico: 0, 50 y 300 uM que se consiguieron adicionando al agua de mar artificial con fosfato,
el cloruro amonico segun las concentraciones anteriores. Se tomaron medidas al iniciar el
experimento, a los 3 y a los 6 dias de cultivo y se midieron: los rendimientos cuénticos efectivo
y optimo, curvas TTE-E y evolucidn de oxigeno, ambas calculadas tras periodos de incubacion
de 15 minutos bajo las irradiancias crecientes sefialadas en el apartado M.9 (material y
métodos), el crecimiento (material y métodos, opcion A) y la absortancia (empleando el
radidbmetro plano Licor Li-189), También se midio el contenido pigmentario (clorofila a y
ficobiliproteinas) y de MAAs (figura V.1.1).

Parte B: RUV/PAR+nitrégeno inorganico.

Transcurridos los 6 dias de la parte A, se cambid el medio de cultivo a los discos que habian
estado expuestos al tratamiento sin adicion de cloruro aménico y se mantuvieron otros 6 dias
mas sin nitrégeno inorganico. Tras esos 12 dias los discos se sometieron a 3 tratamientos
luminicos: P, PA'y PAB, con la adicion previa de cloruro aménico (300 uM), la misma cantidad
para los tres tratamientos indicados. Transcurridos 1 y 3 dias se midi6 la TTE, y el contenido de
clorofilaay de MAAs (figura V.1.1).

203



Nathalie Korbee Peinado. Tesis Doctoral

50 UM NH,* .
0 UM NH4+ I 300 UM NH4
L

1 1 1
] I 1 Parte A: Disponibilidad de
‘ﬁ’d = nitrégeno inorganico

BN 1 /s

/ Bomba de aire

Parte B: RUV/PAR+nitrégeno inorganico

12 Dias —
>/ &
L

B PA PAB

Lamparas PAR y UV

Parte A: Disponibilidad de
nitrégeno inorganico

— — Tiempos de muestreo:
* Rendimientos cuénticos
efectivo y optimo Inicial N
2 dias de exposicion
* Curvas TTE-E 6 dias de exposicion
» Curvas TFB-E
Compuestos nitrogenados:
* Clorofila a Inicial
« Ficobiliproteinas ——— — 2 dias de exposicion
6 dias de exposicion
* MAAS
« Crecimiento Inicial o
) ———— < 2 dias de exposicion
* Absortancia 6 dias de exposicion
Parte B: RUV/PAR+nitrogeno inorganico
*TTE .~
Inicial
* Clorofila a 1 dia de exposicion
« MAAS 3 dias de exposicion

Figura V.1.1. Esquema del disefio experimental.
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V.1.2. Resultados:
V.1.2.1. Parte A: disponibilidad de nitrégeno inorgénico.
Respuesta fotosintética:

Los rendimientos cuanticos efectivo y optimo disminuyeron significativamente a lo largo
del tiempo respecto al valor inicial en todos los tratamientos. Estas caidas fueron
significativamente superiores en el tratamiento al que no se le adiciond nitrégeno inorganico
(p<0.05) (figura V.1.2.A,B).

0.7 0.7
2 16 A O0pM O50 uM @300 UM | ¢ B gOuM @50 uM @300 pM
s .6 T :8 06 { -
O (4]
3 0.5 g 0.5
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0 0
Inicial 2 dias 6 dias Inicial 2 dias 6 dias

Figura V.1.2. Rendimientos cuanticos optimo (A) y efectivo (B) al iniciar el experimento y tras
los 2 y 6 dias de cultivo a tres concentraciones de cloruro amonico (0, 50 y 300 uM) para P.

columbina.

La TFBs Se incrementd significativamente conforme la concentracion de amonio era
mayor en el medio de cultivo (p<0.05) (figura V.3.A,B; tabla V.1.1). Los discos cultivados a
300 puM de amonio se caracterizaron por poseer una mayor TFBgsx Yy una mayor tasa de
respiracién en oscuridad que aquellos cultivados en 0 y 50 uM de cloruro amdnico. Estos dos
parametros también se incrementaron significativamente desde el dia 2 al 6 de cultivo en los
tratamientos de 50 y 300 uM de amonio (p<0.05). La eficacia fotosintética (Po,), valor de la
pendiente de la curva, se incrementd en todos los tratamientos a los 2 dias (p<0.05), sin
embargo, no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05) (figura
V.1.3.A,B; tabla VV.1.1).
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Figura V.1.3. Tasa de fotosintesis bruta (expresada como pmol O,m?s™) al iniciar el

experimento y tras los 2 (A) y 6 dias (B) de cultivo a tres concentraciones de cloruro aménico (0,

50y 300 puM) para P. columbina.

Tabla V.1.1. Tasa de fotosintesis bruta (TFBmay, Hmol O,-m?s™), eficiencia fotosintética (Poy,

pmol O,-(umol fotones)™) y respiracién en oscuridad (R,, pmol O,m?%s™) en P. columbina

después de 2 y 6 dias de experimentacion. Los valores representan el valor mediotdesviacién

estandar tras ajustar los datos para cada réplica a la ecuacion del tipo Jasshy y Platt (1976).

| Amonio (uM) TFB e Doy R,
Inicial 4.46+0.088 | 0.034+0.003 | 0.27+0.090
0 uM 2.06+0.143 | 0.055+0.003 | 0.93+0.096
2 dias 50 UM 2.81+0.200 | 0.058+0.008 | 0.91+0.149
300uM 4.94+0.440 | 0.061+0.010 | 0.97+0.148
0 puM 2.0+0.20 0.060+0.009 | 0.44+0.040
6 dias 50 uM 3.4120.19 | 0.063+0.008 | 0.86+0.083
300uM 5.93+1.00 | 0.073+0.009 | 1.23+0.270

Las tasas de transporte electronico calculadas para las 5 irradiancias crecientes sefialadas en

el apartado de material y métodos (las mismas que para el célculo de las curvas TFB-E) se

ajustaron a una linea recta, cuya pendiente inicial no varié significativamente para ninguno de

los tratamientos entre el valor inicial y los valores a los 2 dias de cultivo (p>0.05). Sin embargo,

después de 6 dias los valores de la pendiente y de la TTEqa fueron significativamente

superiores en los talos cultivados en 300 UM de amonio respecto a los talos cultivados sin

adicion de nitrdgeno inorgénico (p<0.05) (figura V.1.4.A,B).
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Figura V.1.4. Tasa transporte electrénico (expresada como pmol e m?Zs?) al iniciar el

experimento y tras los 2 (A) y 6 dias (B) de cultivo a tres concentraciones de cloruro aménico (0,

50 y 300 puM) para P. columbina.

La relacion TTE/TFB (calculada con los datos que se representan en las figuras V.1.3 y
V.1.4) permanecié proxima al valor teérico de 1 molécula de oxigeno necesita 4 electrones del
PSII, a bajas irradiancias y cuando la concentracion de nitrogeno era alta en el cultivo. Después
de 2 dias de experimentacién, la relacién fue aproximadamente dos veces superior a una
irradiancia de 300 pmol-m?2s™ respecto a 66 pmol-m?s™, y después de 6 dias la relacion
TTE/TFB disminuy6 a altas irradiancias, lo cual era indicativo de que se necesitaban menos

electrones para producir una molécula de oxigeno (tabla V.1.2).

Tabla V.1.2. Relacion entre TTE (umol e-m?s?) y la TFB (umol O, m?%s™) para cada una de

las irradiancias de cultivo y para cada uno de los tratamientos a lo largo del experimento.

(:lrr;?)‘ﬂ'r?]f‘z‘_’s'i) Inicial | OUMNH.Cl | 50 uM NH,CI | 300 uM NH,CI
2dias | 6dias | 2dias | 6dias | 2dias | 6 dias

66 6.4+2.2 | 5.4+09 | 45+£0.8 | 5.6£1.0 |4.0+0.7 | 4.7£0.9 | 4.1+1.0

90 4.6+0.8 | 5.9+1.0 | 4.3x0.6 | 4.720.4 |3.4+0.5| 4.1+0.7 | 3.4+0.8

171 8.9+19 | 9.7+0.2 | 7.2+0.9 | 8.0+0.5 |5.2+0.7| 5.5+0.1 [ 4.6+£0.9

300 10.1+1.4 [ 16.0+2.3|11.441.9|12.541.4|8.3+1.0| 7.6£1.1 | 5.9+1.3

La funcion que relaciona la fotosintesis bruta y la TTE no es lineal sino hiperbdlica, el valor

maximo de la funcién TFB vs TTE se incremento significativamente a 50 y 300 UM de amonio

(p<0.05) (datos no mostrados).
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Crecimiento:

La tasa relativa de crecimiento fue significativamente superior en el tratamiento de 300 pM
de amonio, seguida del tratamiento de 50 uM y por altimo, del tratamiento en el que no se
adicion6 nitrégeno al medio (p<0.05). Los valores para las TRC (%-d™) después de los 6 dias de
experimentacion fueron de 1.89+1.22, 7.21+2.06 y de 10.61+2.16 en los tratamientos de 0, 50 y

300 puM de cloruro amonico, respectivamente.
Contenido pigmentario (clorofila a y ficobiliproteinas):

La concentracion de clorofila a en los tratamientos de 50 y 300 uM de amonio disminuyd
significativamente después de 6 dias de experimentacion respecto al valor inicial (p<0.05). Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas durante todo el periodo de experimentacion
la concentracién de clorofila a en el tratamiento al que no se le adicioné nitrégeno inorgénico

(p>0.05) (figura V.1.5).
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Figura V.1.5. Concentracién de clorofila a al iniciar el experimento y tras los 2 y 6 dias de

cultivo a tres concentraciones de cloruro amoénico (0, 50 y 300 uM) para P. columbina.

La concentracion tanto de ficocianina como ficoeritrina, disminuyo significativamente
(p<0.05) después de los 6 dias de cultivo en los dos tratamientos de menor concentracion de
cloruro de amonio (0 y 50 uM). Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en la
concentracion de FE y FC en el tratamiento de 300 uM de amonio durante los 6 dias de cultivo

(p>0.05) (figura VV.1.6.A,B).

La relacion FE/FC a los 6 dias fue significativamente superior conforme se incrementaba el
contenido de amonio en el cultivo (p<0.05). No se observaron diferencias significativas a lo

largo del tiempo para los tratamientos de 50 y 300 pM de amonio (p>0.05) (figura V.1.7).
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Figura V.1.6. Concentracion de ficoeritrina (A) y ficocianina (B) al iniciar el experimento y tras

los 2 y 6 dias de cultivo a tres concentraciones de cloruro aménico (0, 50 y 300 uM) para P.

columbina.
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Figura V.1.7. Relacion FE/FC al iniciar el experimento y tras los 2 y 6 dias de cultivo a tres

concentraciones de cloruro aménico (0, 50 y 300 uM) para P. columbina.

Absortancia:

A los 6 dias se cultivo se observo una caida significativa de la absortancia en el tratamiento

al que no se adicion6 cloruro amdnico, de manera que la absortancia fue significativamente

superior en ese tratamiento que en el de 300 uM de cloruro amoénico (p<0.05) (figura V.1.8).

Figura V.1.8. Absortancia de los discos de P. columbina tras la cultivo durante 2 y 6 dias a los

0.8
oOpuM oO50uM & 300 uM
0.6 -
«
3 T T L T
&
£ 0.4 -
(@]
wn
o)
< 02
0
Inicial 2 dias 6 dias

tratamientos de 0, 50 y 300 uM de cloruro aménico.
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Contenido de MAAs:

La concentracién de MAAs a los 2 y 6 dias no vari6 significativamente en los tratamientos
de 0 y 50 uM de amonio (p>0.05), sin embargo, los discos cultivados a 300 UM de cloruro
amonico incrementaron significativamente su contenido interno de MAAs después de los 6 dias

de experimentacion respecto al valor inicial (p<0.05) (figura V.1.9).
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Figura V.1.9. Concentracion de MAAs al iniciar el experimento y tras los 2 y 6 dias de cultivo a

tres concentraciones de cloruro aménico (0, 50 y 300 uM) para P. columbina.

En todas las muestras, se mantuvieron las proporciones relativas entre los distintos tipos de
MAAs, por lo que se represento en la figura el contenido total o lo que es o mismo la suma de
los MAAs individuales. EI MAA mas abundante fue porphyra-334, aproximadamente con un
80% del total de MAAs, y seguidamente, con un valor proximo al 20% estaba presente
shinorine. Del resto hasta el 100%, aproximadamente un 2-3% formaban parte unas

pequefiisimas cantidades de mycosporine-gly, palythine y asterina-330.
Relaciones pigmentarias:

La relacion FB/CI a (figura V.1.10.A) se increment6 a lo largo del tiempo de cultivo en el
tratamiento de 300 uM de amonio. Ademas, el valor de esta relacién resultd ser menor que el
valor inicial en los otros 2 tratamientos de nitrégeno. La relacion MAAS/CI a se incremento a lo
largo del tiempo y ademéds ésta fue mayor a medida que la concentracion de nitrdgeno
inorganico se incrementaba en el medio de cultivo, alcanzdndose asi el valor maximo después
de 6 dias de incubacion en el tratamiento de 300 uM de amonio. Ademas, la relacion entre
MAAs y ficobiliproteinas, se incrementé a lo largo del experimento, correlacionandose
inversamente con la concentracion de amonio y alcanzandose el valor mas alto en ausencia de

nitrogeno inorganico en el medio (figura V.1.10.B,C).
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Figura V.1.10. Relacién FB/CI a (A), MAAs/CI a (B) y MAAS/FB (C) al iniciar el experimento
y tras los 2 y 6 dias de cultivo a tres concentraciones de cloruro aménico (0, 50 y 300 uM) para
P. columbina.

Correlaciones:
Tabla V.1.3. Coeficientes de correlacion de Pearson para las variables y parametros indicados en

la cultivo de P. columbina a tres concentraciones de cloruro aménico (0, 50 y 300 pM). **

Correlacion significativa p< 0.01, * Correlacidn significativa p<0.05 (n=7).

TFBmax a Fu/Fm a Cla FB A
a 0.177
Fu/Fn 0.381 | -0.810*
a 0.608 | 0.841* | -0.517
Cla -0.475 -0.721 | 0.337 | -0.870*
FB 0.519 -0.529 | 0.721| -0.095| 0.485
A 0.596 -0.215| 0.533| 0.284| 0.230 | 0.889**
MAAs 0.939** 0406 | 0.150]| 0.777 ] -0.552 0.353 | 0.483
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Unicamente se determinaron correlaciones significativas positivas entre el contenido interno
de MAAs y la TFBns, entre la eficiencia fotosintética y el area de los discos y entre la
absortancia y el contenido de ficobiliproteinas. Y se determinaron correlaciones negativas entre
el rendimiento cuantico 6ptimo y la eficiencia fotosintética y entre el area de los discos y el

contenido de clorofila a (tabla V.1.3).

V.1.2.2. Parte B: RUV/PAR+nitrdgeno inorganico.

Respuesta fotosintética:

La tasa de transporte electrénico calculada para la irradiancia del cultivo, fue inferior
significativamente después de los 3 dias en el tratamiento PAB (26.6) que en P (34.2) (p<0.05)

(figura V.1.11).
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Figura V.1.11. TTE al iniciar el experimento de la parte B (RUV/PAR) y tras los dias 1 y 3 de
exposicion a los tres tratamientos luminicos PAB, PA y P. Cultivo en 300 uM de cloruro

aménico con P. columbina.

Contenido pigmentario (clorofila a):

La concentracion de clorofila a no varid significativamente durante los 3 dias de

experimentacion (p>0.05) (figura V.1.12).
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Figura V.1.12. Concentracion de clorofila a al iniciar el experimento de la parte B (RUV/PAR) y
tras los dias 1 y 3 de exposicion a los tres tratamientos luminicos PAB, PA y P. Cultivo en 300

M de cloruro amonico con P. columbina.

Contenido de MAAs:

La concentracion de MAAs se incrementé significativamente, en todos los tratamientos por
igual, tras un dia de experimentacion (p<0.05). Después de 3 dias el contenido de MAAs fue
significativamente inferior en aquellos discos expuestos a PAR exclusivamente, en comparacion

con aguellos expuestos a los tratamientos PA y PAB (p<0.05) (figura V.1.13).
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Figura V.1.13. Concentracion de MAAs al iniciar el experimento de la parte B (RUV/PAR) y
tras los dias 1 y 3 de exposicion a los tres tratamientos luminicos PAB, PA y P. Cultivo en 300

M de cloruro aménico con P. columbina.
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V.2. Efecto combinado de la RUV y la disponibilidad de nitrégeno inorganico en la

acumulacion de MAAs y en el estado fotosintético de P. leucosticta.

V.2.1. Disefio experimental:

V.2.1.1. Parte A: disponibilidad de nitrégeno inorgénico.

Los talos empleados para este experimento fueron recolectados el 18 de febrero de 2002 y
se mantuvieron durante dos semanas en precultivo a 15° C en cilindros de metacrilato
(Plexiglas®), empleando agua de mar artificial (Instant Ocean Salt) a 33%o con adicion de
fosfato (10 puM) y sin adicién de nitrégeno inorganico, con burbujeo de aire constante e
iluminados con 50 pmol-m2.s™ de PAR (ldmparas Truelite) con un fotoperiodo de 12h luz:12h
oscuridad. Se cambid el medio cada 6 dias durante el precultivo. Se cortaron discos de 1.2 cm
de diametro. El experimento se llevo a cabo en los mismos cilindros de metacrilato en la camara
de cultivo a 15° C bajo un fotoperiodo de 12:12 y con una irradiancia PAR de 300 umol-m?%s™
PAR, 15 W-m? de radiacion UVA y 0.9 W-m? de UVB. La radiacion PAR se consigui6 con
una lampara Optimarc, empleando una placa difusora (Plexiglas® gs Weiss 017) para disminuir
la irradiancia emitida por dicha lampara, y la RUV se consiguié empleando 4 lamparas Q-Panel.
Debido a que la l[ampara Optimarc emite radiacion UVC, se emplearon filtros Ultraphan 295
que cortan esta banda. Durante una semana se cultivaron los discos en tres concentraciones de
cloruro amonico: 0, 100 y 300 uM, que se consiguieron adicionando al agua de mar artificial
con fosfato, el cloruro aménico. Se midi6 al iniciar el experimento y tras los 3 y a los 7 dias de
cultivo: los rendimientos cuénticos efectivo y optimo (PAM-2000), curvas TTE-E (Diving-
PAM), crecimiento (segun M.11.2. material y métodos), pigmentos (clorofila a y
ficobiliproteinas), proteinas solubles, C y N internos, MAAs, absortancia, y amonio en el agua

de mar.
V.2.1.2. Parte B: RUV/PAR+nitrdgeno inorganico.

Para estudiar el efecto diferencial de la RUV y PAR se llevé a cabo un experimento con
talos de P. leucosticta crecidos en laboratorio a 10+2° C a partir de monosporas, estos talos
crecieron en condiciones de bajo nitrégeno y por lo tanto, eran muy diferentes a los talos
“salvajes”, principalmente en su contenido interno de nitrogeno. El experimento se llevo a cabo
en recipientes de vidrio (PYREX 1 L) en una camara de cultivo a 10+2° C bajo un fotoperiodo
de 16h luz:8h oscuridad. Se emple6 agua de mar artificial (Marinemix hw-Professional) a 35%o
con adicién de fosfato (10 uM), con burbujeo de aire constante. La irradiancia de cultivo en
PAB fue de 80 pmol-m?s™ de PAR, 9 W-m? de UVA y 0.55 W-m? de UVB. La PAR se
consiguié con lamparas fluorescentes Osram y la RUV se consiguié empleando 2 ldmparas Q-

Panel. Durante 6 dias se cultivaron los talos en tres tratamientos distintos: 1. radiacion PAB sin
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adicion de cloruro amoénico al agua de mar artificial con fosfato, 2. radiacion PAB y adicion de
300 pM de cloruro amonico, 3. PAR y adicion de 300 uM de cloruro amonico. Se tomaron
medidas al iniciar el experimento, a los 3 y a los 6 dias de cultivo y se midi6: rendimiento

cuéntico 6ptimo (PAM-2000), pigmentos (clorofila a y ficobiliproteinas) y MAAs.
V.2.2. Resultados:

V.2.2.1. Parte A: Disponibilidad de nitrégeno inorganico.

Respuesta fotosinteética:

Al igual que ocurria en P. columbina, se produjo una caida de los rendimientos cuanticos
efectivo y optimo durante el cultivo. Sin embargo, estas caidas fueron mayores y de igual
magnitud en los tratamientos en los que no se adiciond cloruro amonico y en el de 100 uM
(p<0.05) (figura V.2.1.A,B).
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Figura V.2.1. Rendimientos cuanticos éptimo (A) y efectivo (B) al iniciar el experimento y tras
los 3 y 7 dias de cultivo a tres concentraciones de cloruro aménico (0, 100 y 300 uM) para P.

leucosticta.

Tras los ajustes de las curvas TTE-E (Jassby y Platt, 1976) no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos, ni respecto al inicial, tras los 3 dias de cultivo (p>0.05). Sin
embargo, tras los 7 dias se incrementd significativamente la pendiente inicial de la curva TTE-E
y la TTEqsx en los discos que habian estado expuestos a los tratamientos con 100 y 300 uM de
cloruro amonico (p<0.05). Sin observarse diferencias significativas en el tratamiento al que no

se adiciond cloruro amoénico (p>0.05) (figura V.2.2).
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Figura V.2.2. Curvas tasa de transporte electronico vs irradiancia tras los 7 dias de cultivo a tres

concentraciones de cloruro amdnico (0, 100 y 300 uM) para P. leucosticta.

Crecimiento:

Al contrario que en P. columbina, en la que la TRC fue superior a medida que el contenido
de cloruro amonico en el cultivo se incrementaba. En P. leucosticta la TRC después de los 7
dias de cultivo no varié significativamente entre tratamientos (p>0.05). Los valores de dichas
tasas (en %:-d™) fueron de 5.56+0.55 (para 0 pM), 7.39+1.99 (para 100 pM) y 6.63+1.06 (para
300 puM).

Contenido pigmentario (clorofila a y ficobiliproteinas):

La concentracién de clorofila a a los 7 dias en P. leucosticta fue inferior significativamente
en el tratamiento al que no se adiciono cloruro aménico respecto al cultivo a concentraciones de
100 y 300 uM de amonio (p<0.05) (figura V.2.3).
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Figura V.2.3. Concentracion de clorofila a al iniciar el experimento y tras los 3 y 7 dias de

cultivo a tres concentraciones de cloruro amoénico (0, 100 y 300 uM) para P. leucosticta.
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Al igual que ocurria en P. columbina, en P. leucosticta el contenido interno de FE y FC en

Capitulo V

los tratamientos de 0 y 100 uM de cloruro amonico cayo significativamente a medida que
avanzabamos en el periodo de experimentacion (p<0.05) (figura V.2.4.A,B). En P. leucosticta
se observo una caida del contenido de FC en 300 uM después de los 7 dias de cultivo, mientras
que se mantenia el contenido inicial en P. columbina. En P. leucosticta la relacion FE/FC se
comportd de igual modo en los tratamientos de 100 y 300 pM de cloruro aménico,
observandose un incremento significativo a los 7 dias de cultivo (p<0.05). La relacién fue
inferior significativamente a los 7 dias en el tratamiento de 0 uM que cuando se adicionaba

cloruro amonico al medio de cultivo (p<0.05) (figura V.2.4.C).
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Figura V.2.4. Concentracion de FE (A) y FC (B) al iniciar el experimento y tras los 3 y 7 dias de

cultivo a tres concentraciones de cloruro amoénico (0, 100 y 300 uM) para P. leucosticta.
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Figura V.2.4. Relacion FE/FC (C) al iniciar el experimento y tras los 3 y 7 dias de cultivo a tres

concentraciones de cloruro aménico (0, 100 y 300 uM) para P. leucosticta.

Contenido de proteinas solubles:

Se produjo una caida significativa de la concentracidn de proteinas solubles en 0 uM y 100
UM después de los 7 dias de cultivo. A los 3 dias de cultivo la concentracion de proteinas
solubles fue inferior en el tratamiento en el que no se adiciono cloruro amonico que en el de 300
UM de amonio. A los 7 dias la concentracion fue significativamente superior en 300 UM que en
0y 100 uM (p<0.05) (figura V.2.5).
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Figura V.2.5. Concentracién de proteinas solubles al iniciar el experimento y tras los 3 y 7 dias

de cultivo a tres concentraciones de cloruro aménico (0, 100 y 300 uM) para P. leucosticta.

Carbono y nitrégeno total. Relacion C/N:

El contenido interno de carbono se incrementd significativamente a los 3 dias de cultivo en
el tratamiento de 100 uM de cloruro amdnico (p<0.05), manteniéndose dicho valor hasta el final
del experimento. En los otros dos tratamientos no se observaron diferencias significativas
(p>0.05) (figura V.2.6.A). El contenido interno de nitrdgeno disminuyd significativamente en
los tratamientos sin amonio y con 100 uM después de los 3 y 7 dias de cultivo, respectivamente
(p<0.05). En el tratamiento de 300 uM de cloruro amonico se observd un incremento
significativo del contenido interno de nitrégeno ya a los 3 dias de experimentacion (p<0.05).
Fijando el tiempo, tanto a los 3 como a los 7 dias de cultivo el contenido de nitrégeno era
significativamente superior en 300 UM que en 100 uM, y en 100 uM que en ausencia de
nitrégeno inorganico (p<0.05) (figura V.2.6.B). La relacién C/N se comportd inversamente a
como lo hacia el nitrégeno, en 0 y 100 uM de cloruro amdnico se incrementaba la relacion
conf