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Resumen de la tesis de Ramon Meza Soria que presenta como requisito
parcial para la obtencion de la Licenciatura en Oceanologia. Ensenada, Baja
California, México.

Agosto de 2008.

EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA COMPOSICION DEL ALGA
VERDE Ulva clathrata EN CONDICIONES DE CULTIVO

Con el propdsito de conocer el efecto de la temperatura en la composicion
del alga Ulva clathrata (Clorophyta) y evaluar los cambios que ocurren en el
contenido y composicion de sus polisacaridos solubles, se realizé un cultivo de
esta especie a diferentes temperaturas (15, 20, 25, 30°C), manteniendo constante

2
la irradiancia (150 pmol foton m s )y el fotoperiodo (9:15 Luz: Obscuridad). Se
realizaron 2 cosechas a los 14 y 35 dias, la muestra obtenida se deshidraté a 60°C
para evaluar el contenido de proteinas y polisacaridos solubles. Las proteinas se
determinaron por el método microkjeldahl y los polisacaridos solubles mediante
extracciéon en HCI 0.1 N a 60 C por 2 horas; en los polisacaridos solubles se
determind el contenido de proteinas por el método colorimétrico de Bradford,
carbohidratos totales por el método de fenol-acido sulfurico y sulfatos por
turbidimetria con cloruro de bario. Los resultados obtenidos, muestran que esta
especie crece en cultivo, sin generar esporas en todo el rango de temperaturas
(15 a 30°C); la tasa de crecimiento en cultivo fluctué entre 1.8+0.2 a 3.2+0.2%
peso dia”', donde la mayor tasa correspondié al cultivo a 15°C. Se observé que
ocurre una variacién en la composicion quimica de U. clathrata por efecto de la
temperatura de cultivo, ya que se obtuvo una variacion en el contenido de
proteinas y contenido de polisacaridos solubles; las proteinas variaron en una
relacion directa a la temperatura en un rango de 16.5+0.6 a 21.5+£0.8%, donde el
mayor contenido correspondio al cultivo de 30 °C; por otra parte el contenido de
polisacaridos solubles varié de 7.1+£0.9 a 11.3 £.8%, con el mayor porcentaje a
20°C. En el polisacarido soluble no se detectaron proteinas, sin embargo, hubo
una variacion en el contenido de carbohidratos totales y sulfatos; los carbohidratos
totales, fluctuaron entre 27.2+0.2 a 33.7+0.4% con el mayor porcentaje a 25°C,
mientras que el contenido de sulfatos mostr6 una relacion inversa con la
temperatura de cultivo, varié entre 21.2+3 y 31.5+£6.4% con el mayor valor para el
polisacarido obtenido del cultivo a 15°C. Se concluye que la maxima produccién
de biomasa se logra en cultivos de esta especie a bajas temperaturas (15°C), que
también favorece la sulfatacion del polisacarido; mientras que la mas alta
produccion de proteinas ocurre a altas temperaturas (30 °C)
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1. INTRODUCCION

Las plantas son esenciales en la vida de los organismos vivos debido a que
al emplear la energia solar por medio de la fotosintesis, convierten las sustancias
inorganicas en compuestos de carbono tales como carbohidratos, lipidos vy
proteinas (metabolitos primarios); que son la base para otras sustancias mas
complejas (metabolitos secundarios) (Valencia-Ortiz, 1995). Probablemente los
metabolitos secundarios, ademas de tener otras funciones, contribuyen a proteger
a la planta contra insectos, bacterias, hongos y otros elementos patogenos
(Salisbury y Ross, 2000). Algunos de estos metabolitos pueden mostrar cierta
actividad biolégica (compuestos bioactivos), con efecto terapéutico, actividad

antiviral, bactericida u otras aplicaciones médicas (Valencia-Ortiz, 1995).

Los organismos marinos en general, son fuentes ricas de proteina
minerales y vitaminas. En particular, las algas marinas son la unica fuente de
ficocoloides importantes de uso industrial, como agar, carragenanos y alginatos.
Sin embargo, éstos no son los unicos metabolitos de importancia en las algas
marinas (Shanmugan y Mody, 2000). En afos recientes algunas companias
farmacéuticas, comenzaron a estudiar organismos marinos en la busqueda de
nuevos medicamentos a partir de productos naturales, entre ellas las algas, (Smit,
2004). Durante la década de los 80°'s y 90°s se descubrieron en bacterias marinas,
invertebrados y algas marinas, compuestos con actividad biolégica y propiedades

farmacoldgicas (Mayer y Lehmann, 2000).
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Adicionalmente, algunos productos naturales asignados previamente a
invertebrados marinos, se sabe hoy que provienen de metabolitos algales
(Scheuer, 1990). Histéricamente las algas marinas han sido una fuente rica de
metabolitos con actividad farmacolégica con efectos antineoplasicos,
antimicrobianos y antivirales (Faulkner, 2000; Tziveleka et al., 2003; Hudson et al.,
1999), y en el caso particular de los polisacaridos sulfatados de algas marinas
como el carragenano y fucoidan, son conocidos por exhibir actividad bioldgica y
fisiol6gica como antivirales, antitumorales y antioxidantes (Pereira et al., 1999; Yu
et al., 2003a,b; Colliec et al., 1994); con algunas aplicaciones practicas del
fucoidan en el control del sindrome de la mancha blanca (WSV) en la acuacultura

del camaron Penaeus japonicus (Takahashi et al., 1998).

Actualmente el alga verde Ulva clathrata (Roth) C. Agardh, se utiliza como
parte de la dieta en cultivos de camarén en el estado de Sinaloa, los resultados
preliminares no publicados, arrojan una aparente ayuda en la prevencién del virus
de la mancha blanca (WSV). Sin embargo, se desconoce el metabolito presente

en ella al que se pudiera atribuir dicha propiedad (Pacheco-Ruiz, com. per.).

En general poco se sabe de la composicidn quimica de las especies de
macroalgas que crecen en Baja California y que se consideran de importancia
econdmica (Aguilar-Rosas et al., 1989), asi como de muchas mas que no se
ubican en esta categoria y que hoy sabemos poseen metabolitos que pueden ser

utilizados en la industria farmacéutica como es el caso de U. clathrata y mucho
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menos se conocen los cambios que ocurren en su composicion por efecto de

factores ambientales.

Esta investigacion plantea la estrategia de manipular las variables
ambientales en el cultivo de una macroalga como una herramienta util para
modificar el contenido y composicion de los diferentes metabolitos presentes en
las macroalgas. Ejemplo de ello es el trabajo de Freile-Pelegrin et al. (2002), que
modificaron el rendimiento y calidad del agar de Gracilaria cornea al tratarla con
diferentes condiciones de obscuridad y salinidad. Rosales et al. (2005), al someter
a la cianobacteria Synechococcus sp a diferentes concentraciones de salinidad,
encontraron variaciones en el contenido de pigmentos, proteinas y carbohidratos.
Lahaye y Robic (2007), mencionan que las condiciones ecofisiologicas en que
crecen las algas, afectan la biosintesis y por lo tanto la composicion de
polisacaridos tales como el ulvan de algas verdes. Estos antecedentes, hacen
suponer que algas cultivadas bajo diferentes condiciones ambientales pueden
inducir cambios en los metabolitos que producen, siempre y cuando se tenga un
conocimiento basico y extenso de la biologia y fisiologia de las algas en cultivo y
de cdmo los factores importantes para el crecimiento pueden ser manipulados
para mejorar los rendimientos del compuesto a modificar (Lobban y Harrison,

1994).

La temperatura es un factor primario que afecta el metabolismo algal,
influye directamente en la accion catalitica de enzimas especificas que controlan
diferentes procesos metabdlicos, tales como fotosintesis, respiracion, asimilacion

de nutrientes, asi como la biosintesis de polisacaridos (Lobban y Harrison, 1994).
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En este sentido el presente trabajo tiene como objetivo responder la
pregunta de como afecta el contenido de proteinas y contenido y composicién de
polisacaridos solubles en el alga verde Ulva clathrata, al modificarse la

temperatura de cultivo.



2. HIPOTESIS

a) El alga verde Ulva clathrata que se cultive a diferentes temperaturas

producira biomasa con diferente contenido de proteinas y polisacaridos solubles.

b) Diferentes temperaturas de cultivo afectaran la composicién de los

polisacaridos solubles de U. clathrata.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general:

» Evaluar el efecto de la temperatura en la composicion de proteinas y

polisacarido soluble de Ulva clathrata en cultivo.

3.2 Objetivos particulares:

» Determinar el efecto de la temperatura en el contenido de proteinas
de Ulva clathrata en cultivo.
» Determinar el efecto de la temperatura en el contenido y composicion

de los polisacaridos solubles de Ulva clathrata en cultivo.



4. METODOLOGIA

4.1 CULTIVO EN INCUBADORES

Una muestra de Ulva clathrata proveniente de tanques de cultivo exterior en
el Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (I1O), se limpié de otras algas y
organismos presentes. El alga limpia se separ6 en 12 fracciones de 15 g, las que
se colocaron en matraces erlenmeyer esterilizados de 1 L con agua de mar filtrada
(0.2 pm), esterilizada y enriquecida con medio Provasoli’'s modificado (Provasoli,
1968; Andersen, 2005). En 4 incubadores (VWR 2015) mantenidos a diferentes

temperaturas (15, 20, 25y 30°C), donde se mantuvo constante la irradiancia (150

pmol fotdn m-2 s-1 con luz fria de 40 watts) y el fotoperiodo (corto 9:15 Luz:
Obscuridad; L:O), en cada incubador, se colocd, un grupo de tres matraces cada
uno con 15 g de alga. Para mantener el alga en movimiento y los niveles de CO2
en el medio, a cada matraz se le suministré aire comprimido. Se realizaron
cambios semanales de agua de mar (agua filtrada; 0.2 ym), esterilizada (15 min) y
enriquecida con medio Provasoli’'s. Cuando fue necesario se agregd 1 mL de
diéxido de germanio para evitar el desarrollo de diatomeas. Cada tratamiento se
cosechd dos veces, la primera a los 14 dias y la segunda a los 35 dias de que
inicié el cultivo; después de cada cosecha se mantuvo una biomasa de 15 g, el

material cosechado se deshidratd para su analisis posterior.



4.2 ANALISIS QUIMICOS

4.2.1 Proteinas

Se uso6 el método microkjeldahl (A.O.A.C., 1990), el cual consta de tres

pasos.
1) Digestion

En un matraz microkjeldahl de 30 mL se introdujo 0.1 g de muestra seca y

molida, 0.5 g de KZSO4, algunos granos de CuSO4 5 H20 y 2 mL de HZSO4

concentrado. La digestion se realizd en el digestor microkjeldahl, hasta que la
mezcla quedod libre de particulas negras (color azul-verde cristalino). El blanco se
hizo bajo las mismas condiciones, agregando todos los reactivos excepto la
muestra. Los digeridos se dejaron enfriar, se disolvieron en agua y se aforaron a

25 mL.

2) Destilaciéon por arrastre de vapor

Para la destilacion se empled el aparato de destilacion Rapid destilation unit
(LABCONCO), se uso6 una alicuota de 5 mL del digerido y se agregaron 9 mL de
NaOH al 40%. En la salida se coloc6 el matraz de recepcion de destilado que
contuvo 5 mL de acido bdrico saturado, mas 5 mL de agua destilada con algunas

gotas de indicador Shiro-Tashiro; se colectaron 40 mL del destilado.



3) Titulacion

Se titulé con HCI 0.01 N hasta que la muestra vir6 de verde a violeta. El

porcentaje de proteinas se calculé mediante la férmula:

% Nitrégeno proteico (Np) = [(mL muestra - mL blanco) x N(HCI) x 1.4] x

alicuota/ (Peso de la muestra en g).

Donde:
N: normalidad del acido empleada en la titulacion.

Alicuota: Porciéon del volumen de destilado usado.

El porcentaje de proteinas se calculdé multiplicando el % de Nitrégeno por el

factor proteico (6.25).

4.2.2 Polisacaridos Solubles

La extraccion de polisacaridos solubles se realizd por triplicado, mediante
una modificacién del método propuesto por Percival (1964) y se empled HCI 0.1 N.
Las extracciones se realizaron sometiendo 1 g de alga seca y molida en 20 mL de
HCI 0.1 N a bafio maria a 60°C durante 3 horas. La solucion resultante se filtro a
través de un filtro Whatman No. 1. La solucién filtrada se colecté y calenté a 60°C
con agitacion para disminuir a la mitad su volumen. A la solucién concentrada se

le adiciond NaOH 0.1 M hasta obtener un pH de 8, posteriormente se precipitdé con
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3 volumenes de etanol concentrado, se centrifugd por 5 minutos a 4,000 rpm, el
“pellet” obtenido se lavé dos veces con etanol al 70% por 30 min, para eliminar
sales, y una vez con etanol concentrado para deshidratar; el producto se secé a

60°C en estufa de conveccion y se peso.
4.2.2.1 Caracterizacién de Polisacéaridos Solubles
a) Carbohidratos totales

Se pesaron muestras de 20 a 50 mg del polisacarido obtenido, se
disolvieron en agua destilada y se hicieron las diluciones apropiadas para obtener
una concentracion de trabajo entre 50 a 100 yg mL™". Se cuantific el contenido de
carbohidratos totales mediante la prueba de Fenol-Acido sulfdrico (Dubois et al.,

1956), empleando rhamnosa como estandar (100 yg mL™).

En tubos de ensayo, se agregaron 2mL de muestra problema y 0.5 mL de

fenol al 3%; se agité y en un movimiento rapido, se le agregaron 5 mL de HZSO4

concentrado. Se volvié a agitar y se dejo reposar por 30 min. Posteriormente se
leyd su absorbencia a 485 nm en un espectrofotometro (Beckman Coulter, Du 530

espectrofotometro UV-VIS).
b) Sulfatos

Se cuantificaron empleando el método turbidimétrico de Cloruro de Bario-
Gelatina propuesto por Tabatabai (1974). Se colocaron 20 mg del polisacarido en
tubos con tapa hermética, se humedecieron con unas gotas de etanol y se

agregaron 0.5 mL de HCI 2 N y se hidrolizé por 2 horas a 100°C. El hidrolizado se
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afor6 a 10 mL y se filtr6. Para el analisis de sulfatos, se colocé 1 mL del
hidrolizado en tubos de ensayo y se le agregaron 10 mL de HCI 0.05 N, 0.5 mL de
BaCl,-Gelatin, se agité y dejo reposar por 30 min. Posteriormente se ley6é su
absorbencia a 550 nm en un espectrofotometro (Beckman Coulter, Du 530
espectrofotometro UV-VIS), la curva de calibracion se hizo empleando una

solucién estandar de K.SO4 (300 pug mL™).
c) Proteinas

La determinacion de proteinas se hizo por duplicado mediante el método
colorimétrico de Bradford (1976). En tubos eppendorf, se agregaron 0.8 mL de
muestra mas 0.2 mL de solucién Azul Brillante de Coomassie, se mezclaron con
vortex y se dejaron reposar 2 min a temperatura ambiente. Posteriormente se leyo
su absorbencia a 550 nm en un espectrofotometro (Beckman Coulter, Du 530
espectrofotometro UV-VIS), la curva de calibracion de hizo empleando una

solucién estandar de suero albumina (BSA; 0.5mg mL™).

4.3 Andlisis Estadistico

Se aplicaron ANDEVAS de una y dos vias y pruebas a posteriori Tukey

(Sokal y Rohlf, 1981; Zar, 1999).
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5. RESULTADOS

5.1 Cultivo

El cultivo de Ulva clathrata duré 35 dias y durante ellos se hicieron dos
cosechas. En la primer cosecha los mejores crecimientos de 3.3+0.6 y 3.4+0.9 %
dia™" se obtuvieron, respectivamente, a temperatura de 15 y 20°C; mientras que los
mas bajos de 2.1+0.1 a temperatura de 30 °C. En la segunda cosecha los mejores
crecimientos de 3.2+0.8 % dia”' se obtuvieron a temperatura de 15°C; mientras
que los mas bajos de 1.6+0.7, 1.7+0.4 y 1.841.3 % dia"' se detectaron a

temperaturas de 30, 20 y 25 °C respectivamente, (Fig. 1) .

(A)
_ ——15C 20C —&—25C =—¢—30C
3 4
g
2 3 ,
X
T 5 =)
5
£ 1
2 0
3
g 0 5 10 15
8
Dias de cultivo
(B)
—e—15C 20C —A—25C —¢—30C
S 4
3 e —t
3
82
]
g1
E
g0
T 0 5 10 15 20 25
K

Dias de cultivo

Fig. 1.- Crecimiento de Ulva clathrata sometida a diferentes temperaturas de
cultivo. (A) Primer cosecha. (B) Segunda cosecha. (n=2).
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Durante el cultivo, el incremento de peso humedo de U. clathrata, se
alcanzé un maximo de 94.7+3.6 % a temperatura de 15°C; mientras que las mas

bajas de 11.1+2.2 % y 13.3+1.7 % se detectaron a temperaturas de 20 y 30°C
(Fig. 2).

m15C m20C m25C #30C
120

100

80

60

—

Crecimiento (% de peso total)

7 14 22 35

Dias de cultivo

Fig. 2.- Incremento de peso humedo de Ulva clathrata sometida a diferentes
temperaturas de cultivo. (Barra error estandar, n=3).
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De forma general el incremento de peso humedo de U. clathrata cultivada a
diferentes temperaturas mostré el siguiente comportamiento: 15°C>20°C~25°C

>30°C (Tabla I).

Tabla I. Respuesta de Ulva clathrata sometida a diferentes temperaturas de
cultivo.

Temperaturas de cultivo (°C) 15 20 25 30
Tasa de crecimiento (% dia™) 3.2 2.1 2.1 1.8
Peso humedo (%) 52.0 32.9 32.1 25.6

5.2 ANALISIS QUIMICOS
5.2.1 Proteinas

Se detectd una relacién directamente proporcional entre el contenido de
proteina y la temperatura. EI mayor porcentaje de 21.51+0.83 % se obtuvo a 30°C

y el menor de 17.2+1.7% a 20°C (Fig. 3).
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Fig. 3.- Contenido de proteinas en muestras de Ulva clathrata, cultivada a
diferentes temperaturas. (Barra error estandar, n=3).

El analisis estadistico ANDEVA del contenido de proteinas contra
temperatura y tiempo, no arroj6 diferencias significativas (p<0.050) (Tabla Il). Los
datos fueron normales (p<0.200) y presentaron homogeneidad de varianza

(p=0.551).

Tabla II. Analisis estadisticos ANDEVA de 2 vias para comprobar efectos por
temperatura y tiempo de cultivo en el contenido de proteinas en U. clathrata.

F F
Variacion g.l S.C c.m calc. critica P  Significancia
Temperatura 3 228.5 76.2 2.4 3.2 0.1 NS
Tiempo 1 0.1 0.1 0.0 4.5 1.0 NS
Temperatura x
Tiempo 3 15.1 5.0 0.2 3.2 1.0 NS

NS = Diferencia no significativa
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5.2.2 Polisacaridos solubles

Las bajas (15°C) y altas (30°C) temperaturas inhibieron la producciéon de
polisacaridos solubles. EI mayor contenido de polisacaridos solubles de 11.3+0.8%

se obtuvo a 20°C y el menor de 7.1+0.9% a 15°C. (Fig. 4).

14

10

% de Polisacaridos Solubles

15 20 25 30

Temperatura de cultivo °C

Fig. 4.- Contenido de polisacaridos solubles extraidos de  muestras de Ulva
clathrata que se cultivaron a diferentes temperaturas. (Barra error estandar, n=3).
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El analisis estadistico ANDEVA arroj6é diferencias significativas (p<0.001),

respecto a la variable utilizada la temperatura (Tabla Ill).

Tabla Illl. Analisis estadisticos ANDEVAS de 1 via para comprobar efecto de la
temperatura en el contenido de polisacarido soluble en U. clathrata.

F F
Variacion g. | S.C Cc. m calc. critica P Significancia
Entre grupos 3 46.1 15.4 20.4 3.2 <0.001 *

* = Diferencia significativa

Las comparaciones a posteriori Tukey entre temperaturas no arrojo
diferencias significativas entre 15, 25, 30 °C; mientras que 20 °C fue diferente a las

demas (Tabla IV).

Tabla IV. Comparaciones Tukey entre temperaturas

Comparacion (°C)  Diferencias de medias P Q P P<0.050
15 vs 20 4.2 4 10.8 <0.001 *
20 vs 30 2.8 4 7.2 <0.001 *
20 vs 25 2.1 4 5.5 0.006 *
25vs 15 2.1 4 5.3 0.008 *
25 vs 30 0.6 4 1.7 0.647 NS
30vs 15 1.4 4 3.6 0.085 NS

* = Diferencia significativa

NS = Diferencia no significativa
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5.2.2.1 Caracterizacion de Polisacarido soluble

a) Carbohidratos totales

El mayor contenido de carbohidratos totales (CHOS), en el
polisacarido soluble fue de 33.7+0.4% y se obtuvo de la muestra a 25°C,

mientras que el menor de 27.2+0.2% correspondié a la muestra a 30°C

(Fig.5)

40

35
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15 20 25 30

Temperatura de Cultivo °C

Fig. 5.- Contenido de carbohidratos totales presentes en el polisacarido soluble
extraido de Ulva clathrata cultivada a diferentes temperaturas. (Barra error
estandar, n=3).

El andlisis estadistico ANDEVA no arrojo diferencias significativas (p=0.974)

entre replicas; con respecto a la temperatura, las diferencias si fueron
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significativas (p=0.010) (Tabla V). Los datos fueron normales (p=0.498) y

presentaron homogeneidad de varianza (p=1.000).

Tabla V. Analisis estadisticos ANDEVA de 1 via para comprobar efectos por
temperatura en el contenido de carbohidratos presentes en el polisacarido soluble
extraido de Ulva clathrata.

F F
Variacion g. | S.C c.m calc. critica P Significancia
Replica 1 0.00061 0.0006 0.00124 10.1 1.0 NS
Temperatura 3 435 14.5 29.4 9.3 0.01 *

e * = Diferencia significativa

e NS = Diferencia no significativa

Las comparaciones Tukey muestran que hay diferencias significativas en el
contenido de carbohidratos entre la temperatura de 30 °C respecto a las demas
temperaturas; mientras que entre los otros tratamientos no se encontraron

diferencias significativas (Tabla VI).

Tabla VI. Comparaciones Tukey entre temperaturas

Comparacion (°C) Diferencias de medias P Q P P<0.050
25 vs 30 6.4 4 12.9 0.0 *
25vs 20 2.8 4 5.7 0.0 NS
25vs 15 1.9 4 3.8 0.2 NS
15 vs 30 45 4 9.1 0.0 *
20vs 15 0.9 4 1.1 0.6 NS
20 vs 30 3.6 4 7. 0.0 *

* = Diferencia significativa

NS = Diferencia no significativa
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b) Sulfatos

Se detect6 una relacion inversamente proporcional entre el contenido
de sulfatos y la temperatura. EI mayor contenido de sulfatos en el
polisacarido soluble extraido fue de 31.5+6.4% a 15°C y el menor de

21.2+2.9% a 30°C (Fig. 6).
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Fig. 6.- Contenido de sulfatos en el polisacarido soluble extraido de Ulva clathrata
cultivada a diferentes temperaturas. (Barra error estandar, n=3).
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El anadlisis estadistico ANDEVA arrojé diferencias significativas (p=0.03)

respecto a la variable utilizada, la temperatura (Tabla VII).

Tabla VII. Analisis estadistico ANDEVA de 1 via para comprobar efectos por
temperatura en el contenido de sulfatos presentes en el polisacarido soluble
extraido de Ulva clathrata.

Variable gl s.C c.m Feal Feii P Significancia

Temperaturas 3 22.1 73.7 4.2 3.5 0.03 *

* = Diferencia significativa

Las comparaciones a posteriori Tukey entre temperaturas muestran que
diferencias significativas en el contenido de sulfatos ocurren solo entre 15y 30 °C

mientras que no hubo diferencias entre las otras temperaturas (Tabla VIII).

Tabla VIIl. Comparaciones Tukey entre temperaturas

Comparacion (°C) Diferencia de medias P Q P P<0.050
15 vs. 30 10.4 4 5.0 0.0 *
15 vs. 20 6.2 4 3.0 0.2 NS
15 vs. 25 6.1 4 3.0 0.2 NS
25vs. 30 43 4 2.1 0.5 NS
25vs. 20 0.1 4 0.1 1.0 NS
20 vs. 30 4.2 4 2.0 0.5 NS

* = Diferencia significativa

NS = Diferencia no significativa
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La razén entre carbohidratos totales y sulfatos del polisacarido
soluble tiene su valor minimo a 15°C (1.0), el cual aumenta al incrementar
la temperatura hasta 25°C donde se alcanza un valor maximo de 1.54

posteriormente se observa una disminucién a 30°C (1.2). (Fig. 7).
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S 30 1120
e 5
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15 | + 0.6
10 + + 0.4
5+ 1 0.2
0 1 1 1 0

15 20 25 30

Temperatura de Cultivo °C

Fig. 7.- Comportamiento de carbohidratos y sulfatos en el polisacarido soluble de
Ulva clathrata con respecto a la temperatura de cultivo y razén entre dichas
variables. (n=3).

c) Proteinas

No se detectaron proteinas en el polisacarido soluble de U. clathrata.
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6. DISCUSIONES

Al someter a U. clathrata a diferentes temperaturas de cultivo se observé
que ocurrieron cambios en su composicion general, asi como en el contenido y
composicién de los carbohidratos de la pared celular. La temperatura es una
variable que afecta directamente el metabolismo algal, ya que la disminucién de la
temperatura puede disminuir la actividad metabdlica y un incremento de ésta
provoca su aceleracion, este hecho es un mecanismo que puede ser aprovechado
para las rutas metabdlicas e inducir la sintesis de ciertos metabolitos (Lobban y
Harrison, 1994). Macler y Zupan (1991), encuentran en Gelidium en cultivo que
altas temperaturas inhiben la asimilacion de C, N y disminuye la concentracién de
compuestos de Carbono de bajo peso molecular mientras que incrementan los

polisacaridos no metabolizables como el agar.

En este estudio se observé que en todas las temperaturas de cultivo (15 a
30°C), la planta mantuvo su crecimiento sin que ocurriera liberacion de esporas,
contrario a lo que encontré Navarro-Lamarque (2007) para U. linza cultivada en las

siguientes condiciones: 10, 15, 20, 25, 30, 35°C de temperatura, irradiancias de

10, 40, 75, 150 y 300 pmol fotén m sy tres fotoperiodos 9:15, 12:12, 15:9
(Luz:Oscuridad). Las diferencias entre ambos estudios, pueden deberse a que en
esta investigacion se incluy6 aireacion lo que favorecié el movimiento del alga y
evitd que estuviera limitada por luz y COz2; esto también coincide con lo reportado
por Moll y Deikman (1995) que encuentran que Enteromorpha clathrata puede

crecer en el intervalo de temperatura de 24 a 33°C.
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El incremento de peso humedo mostré una relacion inversa respecto a la
temperatura de cultivo (Tabla 1) debido probablemente a que se utilizé6 una cepa

de aguas frias (Galvez-Télles, com. per.").

Los resultados obtenidos, muestran que hubo una respuesta de la planta a
las diferentes temperaturas de cultivo, donde la mejor tasa de crecimiento
correspondio a la temperatura de 15°C (Fig. 1), lo cual coincide con el menor
contenido de proteinas y de polisacarido soluble en las plantas (Fig.3 y Fig.4);
ademas en esta temperatura el polisacarido presentdé el mayor grado de
sulfatacion, este comportamiento coincide con lo reportado por Medcalf et al.,
(1975) para U. lactuca, que encuentra un ligero incremento de sulfatos para los

meses de invierno o frios.

El contenido de proteinas en las algas en cultivo mostré una relaciéon
positiva respecto a la temperatura aplicada, donde el menor contenido
correspondié a las menores temperaturas e incrementé conforme se elevd la
temperatura, asi a 30°C se obtuvo un maximo de 21% (Fig.3); por ello, los
resultados de esta investigacion concuerdan con los intervalos de proteinas (10 al
30%) reportados para el género Ulva por Darcy-Vrillon (1993) y con lo encontrado
en las plantas que crecen en los cultivos comerciales de camarén en Sinaloa,
donde temperaturas altas producen algas con un alto contenido proteico
(Pacheco-Ruiz,> com. per.). Por otra parte, Renaud et al. (2002). reportan que

ocurre un decremento en el contenido de proteinas para macroalgas tropicales

! Biol. Alberto Gélvez Telles. Responsable de cultivos
2 Dr. Isai Pacheco Ruiz. Director del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas, UABC.
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australianas cultivadas a temperaturas mayores de 30°C; este comportamiento
pudiera asociarse al colapso en la estructura de las proteinas que ocurre a
temperaturas altas o a la interferencia con reguladores enzimaticos (Pirt, 1975);
esto permite aseverar que la no interrupcion del crecimiento en el intervalo de la
temperatura empleada (15 a 30°C), fue por que no se llegd a inhibir el
metabolismo en U. clathrata. Por otra parte, a pesar de la tendencia observada, el

analisis estadistico, no mostré diferencias significativas entre temperaturas (Tabla

).

El contenido de carbohidratos solubles encontrado en este estudio para U.
clathrata (7 a 11.3%), es similar al intervalo reportado por Medcalf et al. (1975,)

para Ulva lactuca (8-12%).

El contenido de sulfatos detectados en Ulva clathrata (21-31%) fue superior
a lo reportado para muestras de campo de esta especie (15.96%) por Hernandez-
Garibay et al. (2006), pero similar al reportado para Ulva conglobata (23-35%; Mao
et al.,, 2006) y Ulva lactuca (20-25%); Medcalf et al., 1975). En este estudio el
contenido de sulfatos disminuyd, conforme aumenté la temperatura a la cual se
cultivd la especie (Fig. 6). Este comportamiento es inverso a lo reportado para
algunas agarofitas (Craigie y Wen, 1984, Macler y Zupan, 1991, Cosson et al.,
1995), y para la carragenofita Chondracanthus pectinatus (Lopez-Acufia et al.,

2002).
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Al comparar las razones entre carbohidratos totales y sulfatos en Ulva
clathrata se observa que a 25°C, se obtuvo la razon maxima, ya que incrementd
en forma desproporcionada el contenido de carbohidratos respecto a los sulfatos;
cabe mencionar que a 25 °C, durante la segunda cosecha, ocurrié un decremento
en el crecimiento de 0.78 a 0.34% dia'; estas variaciones posiblemente
representan la reaccion de la planta a condiciones de estrés, que provocan como
respuesta que la biosintesis se oriente hacia la produccion de carbohidratos de
reserva (almidon) y no de polisacaridos estructurales (Lobban y Harrison, 1994).
Dawes (1981), propone que cambios estacionales en el contenido de lipidos,
carbohidratos y proteinas son posibles indicadores del estado fisiologico, en este
sentido se sugiere analizar los polisacaridos constituyentes de la fraccion soluble,

para detectar la posible presencia de almidén.

A pesar de que los polisacaridos solubles de las clorofitas son polisacaridos
de la pared celular y es comun que en su estado nativo formen complejos con
fracciones de proteinas (Kloareg y Quatrano, 1988), en este estudio no se detecto
proteinas asociadas al polisacarido soluble lo cual coincide con lo reportado para
U. conglobata por Mao et al., (2005), pero difiere a lo reportado para U. clathrata
(44.25%) por Hernandez-Garibay, et al., (2006), esto quizas se deba a diferencias
metodoldgicas (Lahaye y Robic, 2007), o a que los organismos estudiados por
Hernandez-Garibay y colaboradores crecieron en condiciones de cultivos

exteriores.
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7. CONCLUSIONES

1. El alga verde Ulva clathrata crecié a temperaturas entre 15 y 30°C sin que

ocurra generacion y liberacién de esporas.

2. La temperatura de cultivo afectd la composicion de U. clathrata, en

particular el contenido de proteinas y polisacaridos solubles.

3. El polisacarido soluble que se obtuvo de U. clathrata, fue del tipo Ulvan;
donde los principales componentes son los carbohidratos y grupos

hemiester sulfato.

4. La temperatura de cultivo afectd el contenido de carbohidratos totales vy

sulfatos en el polisacarido soluble de U. clathrata.

5. El contenido de proteinas en U. clathrata incrementd al aumentar la

temperatura de cultivo.

6. En temperaturas superiores a 20°C el contenido de polisacaridos solubles

en U. clathrata disminuyo.

7. La concentracion de sulfatos del polisacarido soluble de U. clathrata

disminuy6 al aumentar la temperatura de cultivo de 15 a 30°C.
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8. RECOMENDACIONES

1.

Caracterizar el carbohidrato soluble de Ulva clathrata y evaluar
carbohidratos que lo componen, peso molecular, proteinas y grado de
sulfatacion.

Someter a condiciones de estrés las algas en cultivo con el proposito de
evaluar los cambios en contenido y composicion de los polisacaridos
solubles, ademas de evaluar si la biosintesis se dirige a la produccion de
carbohidratos de reserva (almidon) o incrementan los polisacaridos
sulfatados.

Realizar bioensayos en camarones con el carbohidrato soluble de Ulva
clathrata, cultivada en altas temperaturas 30°C, para determinar su efecto
en la inhibicion del virus de la mancha blanca (wsv).

Evaluar la bioactividad de los polisacaridos en base a su composicion y

estructura.
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