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Resumen de la tesis de Claudia Lorena Navarro Lamarque presentada
como requisito parcial para la obtencion de la Licenciatura en Biologia.
Ensenada, Baja California, México.

Mayo de 2007.

CRECIMIENTO Y COMPOSICION QUIMICA DE ULVA LINZA
(CHLOROPHYTA) EN CULTIVOS EXPERIMENTALES

Se realiz6é un experimento factorial de 6x5x3 en una mesa de gradientes
con Ulva linza Linnaeus, especie comun en la peninsula de Baja California, bajo
las siguientes condiciones: 10, 15, 20, 25, 30, 35°C de temperatura, irradiancias
de 10, 40, 75, 150 y 300 pmol fotén m? s y tres fotoperiodos 9:15, 12:12, 15:9
(Luz:Oscuridad), con el objetivo de establecer las condiciones éptimas para su
cultivo. También se realizaron analisis quimicos proximales (% humedad,
cenizas, proteinas, fibra cruda, lipidos y carbohidratos totales), y se midio el
contenido y composicion de polisacaridos sulfatados. Los crecimientos en el
experimento factorial fluctuaron entre -2.53+1.35 y 8.18+0.28 % peso dia™. Los
mejores crecimientos se obtuvieron a temperaturas entre 10 y 25°C, irradiancias
entre 150 y 300 umol foton m? s y en todos los fotoperiodos. El mas alto
crecimiento obtenido fue de 8.18+0.28 % peso dia™ y se encontré a 20°C, 300
umol fotén m? s y 15:9 (L:0). En la composicién quimica de U. linza la
fraccion organica (44.6 %), esta compuesta por 20.18 % de carbohidratos,
19.98 % de proteinas, 3.71 % de fibra cruda y 0.728 % lipidos. Todos los
porcentajes encontrados estan dentro de los intervalos registrados para las
Ulvales. Por el contrario, los polisacaridos sulfatados se encuentran en menores
porcentajes (4.2%), de lo reportado para otras Ulvales.

Resum robado:

’\/ﬁ

Dr. Is%fpaéeco Ruiz
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos el hombre ha utilizado las algas marinas para
distintos fines; se han empleado en forma directa en usos tales como,
forrajes, mejoradores de suelos, medicinales y alimento humano, entre otros
(Druehl, 1936). Actualmente sus usos se han diversificado y tienen
aplicaciones industriales  (ficocoloides), agropecuarios (fertilizantes,
alimenticios para ganado), médico-farmacolégicos, etc. (Nisizawa, 2000).
También algunos compuestos de las algas marinas se usan en numerosas
actividades biologicas y fisiolégicas como anticoagulante, antivirales,
antitumoral, etc. (Qi Huimin, et al., 2005).

Otros estudios describen las propiedades antibiéticas de las macroalgas,
demostrandose que diferentes géneros poseen efecto bactericida (Austin y
Billaud, 1990, Negrete-Redondo et al., 2006). También se demuestran
propiedades antimicrobianas contra patégenos de organismos acuaticos. De
esta forma, Immanuel et al. (2004), comprueban la capacidad antibiética de
dos algas verdes Ulva lactuca Linnaeus y Ulva linza Linnaeus, contra Vibrio
parahaemolyticus Fujino, en camaron.

Una revisiéon reciente basada en genética concluyé que los géneros
Enteromorpha sp Link y Ulva sp, no son entidades evolutivas separadas.
Dado que este Ultimo es el nombre mas antiguo, Enteromorpha debe ser
considerada sindnimo de Ulva (Rico et al., 2005). Este género es poco
explotado y se consume tradicionalmente en Asia como alimento humano

(FAO/NACA, 1995). El beneficio nutricional de esta alga comestible se debe



a su alto porcentaje en fibra dietética, la cual esta compuesta por
polisacéridos resistentes a las enzimas digestivas endogenas del humano.
Sin embargo, la hipétesis es que los polisacaridos presentes en Ulva podrian
desemperiar un papel protector contra ciertas patologias prevalecientes en
paises Occidentales (Lahaye et al., 1994).

U. linza es un alga de color verde claro brillante, de forma tubular
aplanada y no ramificada con bordes ondulados, mide aproximadamente 40
cm de largo por 5 ¢cm de ancho (figura 1). También se puede encontrar en
forma aplanada, o dar la apariencia de lamina. Es cosmopolita y crece en el
intermareal y submareal sobre rocas, sola o en grupo. Se puede encontrar

durante todo el ario (Van Patten, 2006).

Figura 1. Talo maduro de Ulva linza.



2. ANTECEDENTES

En el Golfo de California existen por lo menos 55 especies de algas con
potencial comercial (Pacheco-Ruiz y Zertuche-Gonzalez, 1996) y en el
Pacifico frente a las costas de Baja California otras 29 (Aguilar-Rosas et al.,
1982), de estas Ultimas, solo tres se comercializan, debido principalmente a
que no existen in situ biomasa suficiente o su presencia es discontinua en el
tiempo, por lo que su aprovechamiento comercial podria complementarse
con su cultivo (Zertuche-Gonzalez, 1989).

Existen razones importantes para considerar el cultivo de las macroalgas.
Por un lado, asegurar el abastecimiento de materia prima en forma continua,
diversificar los ingresos de pescadores y mas importante aun, el cultivo
ofrece la oportunidad de mejorar los rendimientos y calidad de los productos
extraidos mediante seleccion de técnicas y genética de cepas (Zertuche-
Gonzalez, 1989).

Se han hecho estudios de cultivo bajo condiciones controladas para
conocer el crecimiento de algas verdes, entre ellas U. lactuca. En estos
experimentos no se detect6 efecto significativo por irradiancia. Sin embargo,
la temperatura si afectd significativamente el crecimiento. La temperatura de
30°C fue letal y 18°C se consider6 como 6ptima con un 7.5 % dia™ peso
himedo (Pacheco-Ruiz et al, 2003). En otro experimento con Ulva
intestinales Linnaeus, se observé el optimo crecimiento con salinidades de
24 %, irradiancia de 250 umol fotén m? s™ y una temperatura de 15°C (Kim

y Lee, 1996).



Cordeiro-Marino et al. (1993), observaron en poblaciones de Ulvaria sp
maximos crecimientos a 25°C con 40 %o de salinidad y minimos a 30°C con
1%o, las algas murieron después de 54 a 73 dias con esta combinacion. No
se detectd crecimiento a 15°C en cualquier salinidad.

Cultivos de U. linza a temperatura constante de 25°C, fotoperiodo neutro
(12:12; L:0), irradiancia de 120 pmol fotén m™ s™ (6000 lux) y uso de aguas
residuales, demostraron ser excelentes condiciones para el crecimiento de
esta especie, al obtenerse hasta 27 g de biomasa humeda en 12 dias. Los
analisis proximales arrojaron niveles méaximos de proteina de 30.2 %,
carbohidratos 33.4 %, lipidos 19.8 %, cenizas 21.3 % y fibra 17.0 %, todos
en base seca (Kwong-yu et al., 1982).

Otros estudios sobre la composicion bioquimica de algunas especies de
Enteromorpha sp, muestran que durante primavera y otofio es mas alto el
contenido de proteinas y lipidos que durante el verano, cuando su contenido
de carbohidratos es mas alto (Haroon et al., 2000).

Una gran cantidad de trabajos de investigacion, arrojaron valores
proximales en diferentes especies del género Ulva, en los cuales se
observan amplios intervalos en los resultados de las diferentes especies
examinadas. En este sentido, se reportaron concentraciones de cenizas que
fluctian entre 10.4 a 49.5 %, carbohidratos de 14.6 a 50.6 %, proteinas de
3.2 a 34 %,; lipidos de 0.4 a 5.6 % y fibra cruda de 0.25 a 55.4 %, todos en
base seca (Chapman, 1980, Pifia, 1983; Darcy-Vrillon, 1993; Jensen, 1993;

Haroon et al., 2000; Morrisey et al, 2001; McDermid y Stuercke, 2003;



Aguilera-Morales et al., 2003; Hernandez-Garibay et al., 2006; Renaud et al.,
2006).

Ademas de su contenido en proteinas, Lahaye y Axelos (1993), sugiere
que las Ulvales pueden ser una buena fuente de polisacéaridos sulfatados
con potencial bioactivo. En experimentos para cuantificarlos, se reportaron
porcentajes fluctuantes en contenido y composicion. Hernandez-Garibay et
al. (2006), por medio de extracciones &cidas en Ulva clathrata (Roth) C.
Agardh, obtuvo 11.01 % de rendimiento con un contenido de 15.96 % de
sulfatos, Percival (1967), reporté rendimientos de 16.0 % con 11.5 % de
sulfatos en Ulva compressa Linnaeus, con extracciones en agua a 70°C y
Lahaye et al. (1996), valores que fluctuaron entre 11.7 y 14.3 % en ofras
Ulvales.

Estos polisacaridos solubles se han caracterizado en U. lactuca, y se
reporta que estan compuestos de la combinacion ramnosa, arabinosa,
glucosa, xilosa, manosa, galactosa y acido uranico (lvanova et al., 1994,
Padua et al., 2004; Qi et al., 2005). Las concentraciones de estos Ulvanos
en U. lactuca, U. rigida, U. pertusa y Ulva sp, flucttan de 3 a 72.9 % de
glucosa, 4.9 a 10.9 % xilosa, 4.6 a 28 % ramnosa, 8.5 a 40.3 % sulfatos y
21.6 a 24.9 % éacido glucuronico (Lahaye et al., 1994, Lahaye et al., 1996, Qi
et al, 2005).

Lo anterior, resalta la importancia de conocer la biotécnia del cultivo de
Ulva como estrategia a seguir, ya que la acuicultura de U. linza permitiria
mantener una biomasa constante (algo que no proporcionan las praderas

naturales), ademas de que su manejo ofrece la oportunidad de mejorar los



rendimientos y calidad de los productos extraidos mediante seleccion
genética; todo esto con el interés de realizar una explotacion comercial
integral, ya que los polisacaridos sulfatados presentes en las Ulvales, tienen
propiedades antivirales (lvanova et al., 1994).

Lo anterior hace surgir una serie de cuestionamientos alrededor de U.
linza, ¢Cuéles son las condiciones Optimas (irradiancia, fotoperiodo y
temperatura) de crecimiento? ¢,En que porcentaje estan sus componentes
quimicos (proteinas, fibra cruda, lipidos, cenizas, carbohidratos) en el alga?
y sobre todo ¢Cudl es su contenido y composicion de polisacaridos
sulfatados?

Sin duda, responder estas preguntas sentarad la bases para una
explotacion mas racional de U. linza, ya sea de mantos naturales o producto

de la biotécnia del cultivo.



3. HIPOTESIS

3.1 Hipoétesis 1:

Las diferentes condiciones de temperaturas, irradiancias y fotoperiodos a las

que sometera a U. linza, produciran cambios en su crecimiento.

3.2 Hipotesis 2:

La composicion quimica (proteinas, fibra cruda, lipidos y cenizas,
carbohidratos) de U. linza debe ser similar a lo encontrado en otras especies

del género Ulva.

3.3 Hipotesis 3:

U. linza contiene polisacéaridos sulfatados similares en composicion a todas

las Ulvales.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:

» Conocer las condiciones 6ptimas para el cultivo de U. linza.

> Evaluar la composiciéon quimica de U. linza.

4.2 Objetivos particulares:

» Determinar las condiciones 6ptimas de crecimiento de U. linza a
diferentes valores de irradiancia, temperatura y fotoperiodo.

> Evaluar la relacion peso fresco/peso seco de U. linza.

» Cuantificar el contenido de humedad, cenizas, proteinas, fibra cruda,
lipidos y carbohidratos totales en U. linza.

» Evaluar el contenido y composicion de los polisacéridos sulfatados en

U. linza.



5. METODOLOGIA

El material biolégico fue obtenido de cultivos de U. linza de estanques
exteriores del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas (IIO) en el mes de
marzo de 2006. La cepa se desarrollé a partir de esporas que se introdujeron
en el agua de bombeo a los estanques de cultivo, por lo que es una cepa
oriunda.

Las muestras se dividieron en dos partes, una para los experimentos de

cultivo y otra para los analisis quimicos.

5.1 CULTIVO EN MESA DE GRADIENTES:

Fragmentos de 0.05 g de muestra se colocaron en cajas petri de plastico
de 100 ml, con 4 divisiones internas, a cada espacio se le afiadié agua de
mar filtrada (0.2 um), esterilizada en autoclave (15 minutos) y enriquecida
con medio Provasoli's modificado (Provasoli, 1968; Andersen, 2005).
Posteriormente, las cajas con macroalgas se colocaron en las siguientes
condiciones:

Temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30, 35°C, irradiancias de 10, 40, 75, 150

1y tres fotoperiodos 9:15, 12:12, 15:9

y 300 pmol foton m? s
(Luz:Oscuridad; L:0). El experimento consistié en un factorial de 6x5x3 y se
realizé en una mesa de gradientes como la descrita por Yarish et al., (1979).

Con la idea de realizar un registro visual de los cambios ocurridos en el alga



durante el periodo de cultivo, se tomaron fotografias con una camara digital
(kodak DX6440) al inicio y al final del experimento (Ver fotos anexo).

La iluminacién se suministré por dos lamparas con dos tubos de luz
blanca de 4 pies de 40 W por cada mesa. La luz externa se eliminé por
cortinas hechas con bolsas de plastico negras y el fotoperiodo se control6

con un reloj de tiempo (Steren, modelo TEMP-24H) (Fig. 2).

Fig. 2. Disefio experimental de la mesa de gradientes. Se observan las placas de
aluminio (1), las lamparas de luz fria (2) y los termocirculadores (3) (Yarish et al., 1979y

Zertuche-Gonzalez, 1989).

La irradiancia se midi6 con un irradiometro analogico 4. (Biospherical
Instruments Inc, QSL-100), la salinidad con un refractometro cada dos dias
(Vista A366ATC) y la temperatura con un termoémetro digital (Fisher Scientific

15-077-8D).
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Para mantener los gradientes de temperatura se utilizaron tres
termocirculadores (Fisher Scientific) y la temperatura del laboratorio se

mantuvo controlada a 17+1°C por un aparato de refrigeracién (Carrier).

La tasa de crecimiento especifico se calculd en peso humedo
semanalmente durante 42 dias mediante la formula DeBoer et al., (1978):
W =[Ln (w2 /w1)/ ] * 100

Donde:

W = Porcentaje de crecimiento especifico por semana.

w1 = Peso inicial en gramos

w2 = Peso final en gramos

= tiempo

Ln = Logaritmo natural

A los datos obtenidos se les aplicé un estadistico ANDEVA de 3 vias y

pruebas a posteriori Tukey (paramétrica 0 no paramétrica segun la

homodasticidad y normalidad de los datos) (Sokal y Ronhlf, 1981; Zar, 1999).

5.2 ANALISIS QUIMICOS

5.2.1 Pigmentos:

Para estimar los pigmentos (Dawes, 1986) se pesaron 0.03 g de alga

seca. El material se colocé en un mortero, se le adicionaron 5 mL de acetona

11



al 80% y se homogeniz6 en bafio de hielo. Posteriormente se filtrd con un
filtro shark skin (Schleicher y Schuell, 12.5 cm), y se midieron las
absorbancia a 430, 480, 510, 630, 647 y 664 nm.

El contenido de clorofila a, b y carotenos se determiné con las siguientes
formulas:

Chla=V x[(11.85 x Asss) — (1.54 X Asa7) — (0.08 X As30)] / P

Chl b=V x[21.03 x Asa7) — (5.43 X Asss) — (2.66 X As30)] / p

Carotenos =V x [(7.6 x Asgo) — (1.49 X As10)] / p

Donde: V = volumen del extracto aceténico, y

p = peso del alga en mg

5.2.2 Analisis quimico proximal

5.2.2.1 Humedad:

Muestras por triplicado de 3 g de alga fresca lavada y libre de material
extrafio se pesd en una balanza analitica digital (Sartorius BB 2105).
Posteriormente se colocaron en una estufa (Precision Scientific modelo 2
EG), a 60°C hasta obtener peso constante (A.0.A.C., 1990). En seguida, se

calculo la relacion peso fresco/peso seco.
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5.2.2.2 Cenizas:

Un gramo de muestra seca y molida se coloco en una capsula de
porcelana (a peso constante). Posteriormente, se colocé en una mufla
(Barnstead Thermolyne 1400) a 450°C durante 4 horas para su calcinacion
(A.O.A.C., 1990). El porcentaje de cenizas se obtuvo con la siguiente
férmula:

% Cenizas = (g muestra calcinada/g muestra original) X 100

5.2.2.3 Proteinas:

Para el andlisis de proteinas se emple6 el método MicroKjeldhal

(A.O.A.C., 1990), el cual consta de tres pasos:

1) Digestion

En un matraz microkjeldhal de 30 mL se introdujeron 0.1 g de muestra seca
y molida, 0.5 g de K>SOy, algunos granos de CuSO4 5 H,0 y 2 mL de H2SOq4
concentrado. La digestion se llevd a cabo calentando en el digestor
Microkjeldhal, hasta que la mezcla estuvo libre de particulas negras y
presentd un color verde-azul cristalino. El blanco se hizo en las mismas
condiciones agregando todos los reactivos excepto la muestra. Después que
los digeridos se dejaron enfriar, se disolvieron en agua y se aforaron a 25

mL.
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2) Destilacién por arrastre de vapor

Se empled el aparato de destilacion (Rapid destilation unit LABCONCO).
Para la destilacion se us6 una alicuota de 5 mL del digerido y se agregaron 9
mL de NaOH al 40%. La destilacion se inicié y se recogieron 40 mL del
destilado en el matraz de recepcién que contenia 5 mL de &cido borico
saturado mas 5 mL de agua destilada con algunas gotas de indicador Shiro-
Tashiro, el destilado vir6 de violeta a verde.

3) Titulacion

Se titulo con HCI 0.01 N hasta que la muestra vir6 de verde a violeta. El
porcentaje de proteinas se calculé mediante la formula:

%Nitrogeno protéico (Np) = [(mL muestra - mL blanco)x N(HCI) x 1.4] x
alicuota / (Peso de la muestra en g).

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

% Proteinas = (% N p) x 6.25

Factor protéico = 6.25
5.2.2.4 Lipidos:

Para la determinacion de lipidos se emple6 el método gravimétrico
(Dawes, 1986), colocando 0.1 g de muestra de U. linza molida en 25 mL de
una solucion de cloroformo:metanol (2:1), en tubos de vidrio con rosca.
Posteriormente se colocaron en bafio maria (Precision modelo 181) a 60°C
durante 30 min., al final se ajusté el volumen a 25 mL con la solucion de

cloroformo:metanol. La solucion resultante se filtré a través de papel
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Whatman No. 1 y se colectaron 20 mL, a los cuales se le agrego 4 mL de
agua destilada; se agit6 por 5 min. y se centrifugd por 10 min. a 1500 rpm en
una centrifuga (Damon/IEC HN-SII).

La fase acuosa superior se decanté y la fraccién remanente se evapord
en estufa a 60°C hasta un volumen de 1 mL; se transfirié cuantitativamente a
capsulas de aluminio a peso constante y se evapor6 a sequedad a 60°C, se
dejo enfriar en una capsula de desecacién con drierita por 15 min.,

posteriormente se peso.
El porcentaje de lipidos, se obtuvo con la siguiente formula:

% Lipidos = (peso final) x (5/4) x 100/ g muestra inicial

5.2.2.5 Fibra cruda:

Para determinar el porcentaje de fibra cruda, se utilizo el método
Kennedy (A.0.A.C., 1990). Se colocé 0.5 g de tejido de U. linza molida en un
vaso de precipitado con 125 mL de HzSO4 al 1.25 % y se calent6 a reflujo
por 30 min. en parrillas con agitacion y calentamiento (Cofning modelo PC-
420). Posteriormente, se dejo enfriar y se agregaron 150 mL de NaOH al 3.5
% y se calenté nuevamente a reflujo durante 30 min.

El material se filtrd a través de un crisol Gooch con fibra de asbesto
previamente calcinado (a peso constante) en una mufla (Barnstead
Thermoline Furnace modelo 1400) y se lavaron con 25 mL HSO,4 al 1.25 %

caliente, seguido de 200 mL de agua destilada caliente y 15 mL de etanol. El
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material se seco en una estufa por 4 h a 105°C y se peso (peso 1). Luego se
colocd en la mufla por 4 h a 450°C y se peso (peso 2). Se realiz6 el calculo

del porcentaje de fibra cruda con la siguiente formula:

% Fibra Cruda = (peso 1 — peso 2) x 100/ g muestra

5.2.2.6 Carbohidratos totales:

Se calcularon por medio de la siguiente formula:

% Carbohidratos = 100 — (lipidos + proteinas + humedad + cenizas +

fibra cruda)

5.2.3 Polisacaridos sulfatados

La extraccion de polisacaridos sulfatados de U. linza se hizo mediante el
método propuesto por Percival, 1967; se emplearon tres medios diferentes:
a) Agua a pH 6-7 b) HCI 0.1 N y c¢) NaOH 4 %. Las extracciones se hicieron
sometiendo 2 g de alga seca y molida en 50 mL de los respectivos medios,
se calent6 a 60°C durante 3 horas. La solucién resultante se filtré a través de
un filtro Whatman No. 1, el filtrado se colecto, el residuo se resuspendié en
50 mL de solucién y se reextrajo por 2 horas adicionales, luego se filtré y los

filtrados de cada medio se juntaron, mientras que el residuo se seco y peso.
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Las soluciones filtradas se dejaron reposar por 18 horas a 60°C para
disminuir a la mitad de su volumen. A la solucién concentrada se le adicion6
NaCl hasta 0.1 M y posteriormente se precipité con 3 volimenes de etanol
concentrado, se dejo reposar por 2 horas y se centrifugd por 5 minutos a.
4,000 rpm, el “pellet’ obtenido se lavé 2 veces con etanol al 70 % por 30
minutos para eliminar sales y 2 veces con etanol concentrado para

deshidratar; el producto se secé a 60° C en estufa de conveccion y se peso.

Caracterizacion de los polisacaridos sulfatados:

5.2.3.1 Carbohidratos totales: El contenido de carbohidratos en los
polisacaridos sulfatados se determiné mediante la prueba de Fenol-Acido
sulfarico (Dubois et al., 1956), empleando glucosa como estandar (100
pg/mL).

El procedimiento se describe a continuacion:

En tubos de ensayo de 15 x 160 se agregan 2 mL de muestra problema y
0.5 mL de fenol 3%. El material se agito y se le agregaron 5 mL de H2SO4
concentrado (en un movimiento rapido). Se volvié a agitar y se dejé reposar
por 30 min. Posteriormente se leyé su absorbancia a 485 nm en un

espectrofotémetro (Beckman Coulter, Du 530 espectrofotometro VIS).
5.2.3.2 Proteinas se utilizd el método MicroKjeldhal (op cit.) descrito

arriba con cambios en la cantidad de muestra, se utilizaron 0.05 g de

muestra y se afor6 a 10 mL.
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5.2.3.3 Para sulfatos, se utilizo el método turbidimétrico de Tabatabai
1974. En donde 0.020 g del polisacarido se hidrolizé en 0.5 mL de HCI 2N
por 2 horas a 100°C, el hidrolizado se afor6 a 10 mL y se filtré. La
cuantificacién se hizo mediante el método descrito empleando una curva de

calibracion con K>SOs.
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6. RESULTADOS

6.1 CULTIVO:

En general los crecimientos en el experimento factorial fluctuaron entre -
2.53+1.35 y 8.18+0.28 % dia™' peso humedo. Sin embargo, los mejores
crecimientos se obtuvieron a temperaturas entre 10 y 25°C, irradiancias
entre 150 y 300 pmol foton m? s’ y en todos los fotoperiodos. Los
crecimientos mas bajos se detectaron en la temberatura 35°C en las
irradiancias de 10 y 300 umol fotén m? s”, y en los fotoperiodos corto y
largo (Fig. 3). Independientemente de lo anterior, el 6ptimo crecimiento fue
de 8.18+0.28 % dia™ peso humedo y se localizo en temperaturas de 20°C,

irradiancias de 300 umol fotén m™ s, y un fotoperiodo de 15:9 (L:0).
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Tasa de crecimiento (% peso dia™)

o
.
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—e—30°C
—A—35°C
—4—35°C
—m—35°C

9:15
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12:12
15:9
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12:12
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12:12
15:9
9:15
12:12
15:9

Figura 3. Crecimiento de Ulva linza a diferentes temperaturas, irradiancias y fotoperiodos

(n=4 seudo-réplicas).
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El analisis estadistico ANDEVA arrojo diferencias significativas
(P<0.001), entre las variables utilizadas en este experimento que fueron
fotoperiodo, temperatura e irradiancia (Tabla I). Los datos no fueron
normales (p<0.050) y todos presentaron homogeneidad de varianza

(p=1.000).

Tabla |. Analisis estadisticos ANDEVA de 3 vias sin replica, para comprobar efectos por
fotoperiodo, temperatura e irradiancia en U. linza.

F F

Variacion g.l s.C c.m calc. critica P  Significancia
Fotoperiodo 2 42.447 21.223 47.873 3.23 <0.001 *
Temperatura 5 258.706 51.741 116.711 2.45 <0.001 ¥
Irradiancia 4  416.959 104.24 23513 2.61 <0.001 e
Residual 40 17.733 0.443

Total 89 854.563 9.602
*Diferencia significativa
0= 0.05

Las comparaciones a posteriori Tukey muestran que hubo diferencias

entre todos los fotoperiodos (15:9#12:12#9:15) utilizados (tabla Il).

Tabla |l. Comparaciones Tukey entre fotoperiodos

Diferencias
Comparacion (L:0) de medias P q P P<0.050
15:9 vs. 9:15 1.682 3 13.834  <0.001 *
15:9 vs. 12:12 0.804 3 6.61 <0.001 *
12:12 vs. 9:15 0.878 3 7.223 <0.001 *

*Diferencia significativa
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Las comparaciones a posteriori Tukey entre temperaturas no arrojan
diferencias significativas entre 15=10; 15=20 y 20=25°C; mientras que en 30

y 35°C fueron diferentes a todos los deméas (tabla II).

Tabla lll. Comparacion Tukey entre temperaturas

Diferencias
Comparacion (°C) de medias P Q P P<0.050
15 vs. 35 4.775 6 27.777 <0.001 *
15 vs. 30 3.167 6 18.424 <0.001 *
15 vs. 25 1.015 6 5.905 0.002 ¥
15vs. 10 0.689 6 4.007 0.073 NS
15 vs. 20 0.58 6 3.373 0.186 NS
20 vs. 35 4195 6 24.404 <0.001 *
20 vs. 30 2.587 6 15.05 <0.001 ¥
20 vs. 25 0.435 6 2,531 0.484 NS
20 vs. 10 0.109 6 0.633 0.998 NS
10 vs. 35 4.087 6 23.771 <0.001 *
10 vs. 30 2.479 6 14.417 <0.001 *
10 vs. 25 0.326 6 1.898 0.76 NS
25 vs. 35 3.76 6 21.873 <0.001 *
25 vs. 30 2.152 6 12.519 <0.001 =
30 vs. 35 1.608 6 9.354 <0.001 *

*Diferencia significativa
NS Diferencia no significativa

Las comparaciones a posteriori Tukey entre irradiancias arrojaron
diferencias significativas en todas ellas, excepto 150 vs. 300 pmol foton m

s donde no se detectd diferencia significativa (tabla IV).
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Tabla IV. Comparaciones Tukey entre Irradiancias

Comparacién (umol Diferencias

foton m?s™) de medias P Q P P<0.050
300 vs. 10 5.773 5 36.783 <0.001 *
300 vs. 40 2.333 5 14.869 <0.001 *
300 vs. 75 0.969 5 6.176 <0.001 *
300 vs. 150 0.0195 5 0.124 1 NS
150 vs. 10 5.753 5 36.658 <0.001 8
150 vs. 40 2.314 5 14.744 <0.001 *
150 vs. 75 0.95 5 6.052 0.001 *
75 vs.10 4.803 5 30.607 <0.001 *
75 vs. 40 1.364 5 8.693 <0.001 *
40 vs.10 3.439 5 21.914 <0.001 =

*Diferencia significativa
NS Diferencia no significativa

Las observaciones visuales en algunos tratamientos, revelaron
liberaciones masivas de esporas desde la primera semana en algunos
tratamientos (10°C y 15°C, 15:9 fotoperiodo e irradiancias de 75, 150 y 300
umol foton m?2 s™) (tabla V). A temperaturas de 20°C, 25°C y 30°C (9:15,
12:12, 15:9; L:0) la liberaciéon de esporas aumento gradualmente conforme
pasaban las semanas, mientras que en temperatura de 35°C, todos los
fotoperiodos (9:15, 12:12, 15:9) e irradiancias (10, 40, 75, 150 y 300 pmol

foton m? s™), no se observo liberacion, ya que las algas murieron (tabla V).
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Tabla V. Liberacion de esporas

9:15 12:12 15:9
n -

75 150 300

10 40 75 150 300[10 40 75 150 300| 10 40

Sin liberacion
Minima
Media

Alta

—

6.2 ANALISIS QUIMICO:
6.2.1 Pigmentos

U. linza esta compuesta de los pigmentos Chla, Chlb y carotenos, donde

el pigmento méas abundante es la clorofila a (tabla VI).

Tabla VI. Clorofilas

Clorofilaa  872.72ug
Clorofilab  580.87ug
Carotenos  584.71ug

6.2.2 Analisis proximal

En la composicién quimica global del alga U. linza se aprecio que en la
fraccion organica (44.64 %) los carbohidratos predominaron con un 20.18%,
seguido de las proteinas con 19.98 %, fibra cruda con 3.71% Yy lipidos con
0.728 %. Con un porcentaje de humedad del 12% vy el resto lo constituyen

las cenizas con un 43.4% (tabla VII).
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Tabla VII. Composicién quimica global del alga U. linza

ANALISIS
PROXIMAL
U. linza Desv. Est.

Cenizas 43.4 1.16
Humedad 12 ¥
CHO’s 20.18 L
Proteinas 19.98 0.49
Fibra Cruda 3.705 0.11
Lipidos 0.7275 0.02

6.2.3 Polisacaridos sulfatados:

El mayor rendimiento se obtuvo en la extraccion alcalina y el minimo con

agua a pH neutro (Tabla VII).

Tabla VIII Rendimiento

RENDIMIENTO

Medio %
H.0 6.55
H+ 6.6
OH- 14.76

En lo correspondiente a la composicion de los polisacéridos sulfatados, el
mayor porcentaje de CHO's se obtuvo en la extraccién neutra y menor en la
extraccion alcalina. El mayor porcentaje sulfatos se obtuvo del medio &cido y
menor del alcalino. La mayor cantidad de proteinas se detecto ,en la muestra
neutra con un 6.6%, siguiéndole la muestra 4cida con un 4.3% y la alcalina

un 1.6% (tabla IX).
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Tabla IX. Composicién de Polisacaridos Sulfatados

CHO's SO, Proteinas
pH neutro 49.5 + 4,95 26+0.2 6.6 +0.5
Acido 422 +1.92 42+0.2 43+05
Alcalino 8.6+ 0.5 14 +£0.1 16+1.8
* = desviaciones estandar
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7. DISCUSIONES

En este experimento se detectaron cambios significativos en el
crecimiento de Ulva linza en las diferentes condiciones probadas, esto se
debi6é a que las plantas respondieron a las condiciones sometidas de una
manera diferente. Los mejores crecimientos se observaron a temperaturas
de 10, 15, 20 y 25°C con irradiancias altas (150 y 300 pmol fotén m2st)y
en todos los fotoperiodos. Sin embargo, a 35°C el crecimiento fue bajo y en
algunos casos (300 umol fotén m? s7) las algas murieron después de tres
semanas de experimentacion, sin detectarse reproduccion.
Comportamientos similar se reporta en Ulva lactuca, donde 30°C fue letal
para el alga (Pacheco-Ruiz et al., 2003).

El mejor crecimiento se obtuvo en temperatura de 20°C, irradiancia de
300 umol fotén m? s y un fotoperiodo de 15:9 (L:0). Estas condiciones
fueron diferentes a lo reportado por Kwong-yu et al. (1982), en Hong Kong
con U. linza, al reportar crecimientos 6ptimos a 25°C, 120 pmol fotén m™ s
y fotoperiodo neutro. Estas diferencias se podrian atribuir a variacion
asociada al medio donde se desarrolla cada especie (diferentes ecotipos)
(LUning, 1990).

En temperaturas de 30 y 35°C, las algas que sobrevivieron sufrieron
fuerte contaminacion de epifitas, lo anterior se atribuye a que la cepa que se
utilizé para el experimento no eran cultivos axénicos ya que se obtuvieron de
los tanques exteriores del Instituto de Investigaciones Oceanologicas, donde

el agua que se utiliza solo pasa por un filtro de arena. Las especies que
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aparecieron en altas temperaturas son algas filamentosas oportunistas que
tienen mayores limites de tolerancia que U. linza y la utilizan como sustrato y
en condiciones extremas presentan un rapido desarrollo, desplazando al
hospedero (Moll y Deikman, 1995).

En todas las temperaturas se observé decoloracion del tejido en cultivo,
lo cual se atribuye principalmente al efecto de liberacion de esporas por las
algas. Esto comportamiento se ha reportado en Ulva clathrata (Roth) C.
Agardh (Moll y Deikman, 1995) y se corrobor6 en este experimento al
observarse liberacion masiva de esporas desde la primera semana, lo
anterior se debié al estrés ocasionado por el cambio de temperatura y
fotoperiodo en el que fue sometido el alga.

Respecto al analisis quimico proximal de U. linza, los resultados indican
que las cenizas y los carbohidratos son los componentes quimicos mas
abundantes. Este hallazgo es normal, ya que los carbohidratos son un
componente importante para el metabolismo, pues es el producto de la
fotosintesis, que provee la energia necesaria para la respiracion y otros
procesos metabdlicos y forma parte de la matriz y pared celular de las
macroalgas (Haroon et al., 2000, Kloareg y Quatrano 1988). Sin embargo, el
porcentaje de carbohidratos en U. linza es de los mas bajos reportados
hasta el momento (20.18 %) y solo se han obtenido valores inferiores en U.
lactuca con 14.6 % (Renaud et al., 2006), Ulva. fascista 17.1 % (McDermid,

2003) y U. intestinales 18.7 % (Renaud et al., 2006; Tabla X).
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Tabla X. Comparacion de los andlisis quimico de Ulva linza (Bahia de Todos
Santos) con otras especies Ulva (valores expresados en %).

Fibra
Cenizas Humedad CHO’s Proteinas Lipidos Cruda
Algas verdes "' 10-50 50 10-30 1-5
U. clathrata @ 47.2 10.16  21.82  19.95 0.88 N.D
U. compressa © 10.4 13.6 53 12.4 N.D 10.6
U. fascista “ 26.01 N.D 4465  17.93 1.8 9.61
U. fascista ©® 25.4 83.4 20.6 12.3 3.6 N.D
U. fascista © 32.2 86.1 17.1 8.8 5.1 N.D
U. flexuosa 23.2 87.6 39.9 7.9 5.6 N.D
U. intestinales ® 29.2 93.6 22.2 1.4 5.2 N.D
U. intestinales © 49.5 N.D 18.7 3.2 1.8 N.D
U. lactuca "° 21.3 N.D 14.6 7.06 1.64 55.4
U. lactuca "' 15.6 18.7 50.6 14.9 0.4 0.2
U. linza "? 19.2 13.5 46.2 19.3 1.73 N.D
U. linza ** 43.3 12 20.18 19.98  0.7275  3.705
U. rigida "® N.D N.D 46 25 1 N.D
Ulva sp ™ N.D N.D 48 18 1.7 N.D
Ulva sp " 36.38 6.7 N.D 14.10 N.D N.D
Ulva sp "° N.D N.D 34.02  14.37 3.92 N.D

Chapman, 1980° " "2 Pifia, 1983™; Darcy-Vrillon, 1993"; Jensen, 1993™; Haroon
et al., 2000""®: Morrisey et al., 2001"*¥'¥; McDermid, 2003® *7Y®; Aguilera-Morales
et al., 2003"": Hernandez-Garibay et al., 2006®; Renaud et al., 2006 ¥ ', Este
trabajo **.

N.D. No determinado

Los minerales en las macroalgas, tienen como principal funcion crear un
balance de cargas en los procesos de osmoregulacion. El contenido de
minerales reportado en macroalgas es generalmente alto, de 10 a 50% de su
peso seco (Jensen, 1993). U. linza en esta investigacion present6 altos
porcentajes de minerales (43.3 %), contrario a lo reportado para esta misma
especie (19.2 %) por Chapman (1980). Sin embargo, los valores reportados
en esta investigacion estan dentro del intervalo reportado para algas verdes

por Darcy-Vrillon (1993; tabla X).
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En proteinas en el género Ulva registra intervalos entre 10 al 30%
(Darcy-Vrillon, 1993). Las proteinas son un componente importante de la
composicion estructural de las macroalgas marinas (Haroon et al., 2000).
Investigaciones anteriores con U. linza reportan porcentajes que caen dentro
del intervalo reportado por Chapman (1980) en las Ulvales.. En este
experimento los porcentajes de proteinas en U. linza fue de los mas altos
que se tengan registro, Unicamente superados por U. clathrata (Hernandez-
Garibay et al., 2006; tabla X).

Los lipidos constituyen la proporcion relativamente mas pequefia en el
tejido de las algas marinas (Haroon et al., 2000), su concentracion varia
entre el 1y 5% (Darcy-Vrillon, 2003). El contenido de lipidos reportado para
U. linza por Chapman (1980), se encontr6 dentro de este intervalo (1.73 %).
Sin embargo, en esta investigacion los porcentajes de lipidos U. linza
estuvieron por debajo del intervalo reportado por (0.7275 %; tabla X).

El mayor rendimiento polisacaridos sulfatados se obtuvo en la extraccion
alcalina con un 11.75%, pero con valores de SO3 (1.4 %) mas bajos que con
la extraccion éacida (4.2 %). Esto se puede deber a la precipitacion de sales
junto con los polisacaridos (Tabla IX), estos valores fueron mucho menores a
los reportados por Hernandez-Garibay et al. (2006), quien obtiene 15.96%
de sulfatos con extracciones acidas en U. clathrata. Sin embargo son
similares a los encontrados por Percival (1967), con 11.5 % de sulfatos en U.
compressa, con extracciones en agua a 70°C y Lahaye et al. (1996),

intervalo de 11.7 y 14.3 % en Ulvales (tabla XI).
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Tabla XI. Composicién quimica de los polisacéridos sulfatados extraidos de
varias especies de Ulva (% peso seco)
Azucares totales Sulfatos  Proteinas CHOS

Ulva armonica® 57.2 11.7 Nd Nd
Ulva compressa’ Nd 11.5 Nd Nd
Ulva clathrata® Nd 15.96 44.25 19.22
Ulva gigantea® 79.6 11.9 Nd Nd
Ulva linza ** Nd 4.2 4.3 42.2
Ulva rigida2 59.5 14.3 Nd Nd
Ulva rotundata® 56.9 13.5 Nd Nd
Ulva olivascens® 63.4 13.8 Nd Nd
Ulva scandinavica® 56.3 13.1 Nd Nd

Percival, 1967", Lahaye et al., 19967; Hernandez-Garibay et al., 2006, Este trabajo **
Nd. No determinado

Los polisacaridos sulfatados de U. linza fueron similares a los resultados
obtenidos para U. clathrata (Hernandez-Garibay et al., 2006), se componen
de carbohidratos, sulfato inorganico y una fraccion proteica; donde el
porcentaje de sulfatacion y proteinas es menor en U. linza que en U.

clathrata.
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8. CONCLUSIONES

1. El mejor crecimiento se obtuvo en temperatura de 20°C, irradiancia de
300 pmol fotén m? s™ y un fotoperiodo de 15:9 (L:0).

2. Las cenizas y los carbohidratos fueron los componentes quimicos
mas abundantes.

3. Los lipidos constituyen la proporcion relativamente mas pequefa en
U. linza.

4. El rendimiento de polisacaridos sulfatados U. linza es menor a los
registrados en otras especies de Ulva.

5. El extracto obtenido en medio acido fue el tuvo el mas alto contenido

de sulfato.
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Anexo de figuras de inicio y final del experimento
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Figura 4. Inicio (izquierdo) y final del experimento (derecho) con
temperatura de 10°C, fotoperiodo 9:15. Las irradiancias se
indican en cada experimento.
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Figura 5. Inicio (izquierdo) y final del experimento (derecho) con
temperatura de 10°C, fotoperiodo 12:12. Las irradiancias se
indican en cada experimento.




Figura 6. Inicio (izquierdo) y final del experimento (derecho) con
temperatura de 10°C, fotoperiodo 15:9. Las |rrad|anC|as se
indican en cada experimento.
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Figura 7. Inicio (izquierdo) y final del epelmento (defechc;).c.:dn R
temperatura de 15°C, fotoperiodo 9:15. Las irradiancias se indican en
cada experimento.



Figura 8. Inicio (izquierdo) y final del experimento (derecho) con
temperatura de 15°C, fotoperiodo 12:12. Las irradiancias se indican
en cada experimento.
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Figura 9. Inicio (izquierdo) y final del experimento (derecho) con
temperatura de 15°C, fotoperiodo 15:9. Las irradiancias se indican en
cada experimento.




Figura 10Inicio (izquierdo) y final del experimento (derecho) con
temperatura de 20C, fotoperiodo 9: 15. Las irradiancias se indican
en cada experimento.
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Figura 11. Inicio (izquierdo) y final del expenmento (derecho)
con temperatura de 20C, fotoperiodo 12: 12. Las. irradiancias se
indican en cada experimento.
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Figura 12. Inicio (izquierdo) y final del experimento (derecho)
con temperatura de 26C, fotoperiodo 15: 9. Las irradiancias se
indican en cada experimento.
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Figura 13. Inicio (izquierdo) y final del experimento (derecho) con
temperatura de 25°C, fotoperiodo 9:15. Las irradiancias se indican |
en cada experimento.
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Figura 14. Inicio (izquierdo) y final del experimento (derecho) con
temperatura de 25°C, fotoperiodo 12:12. Las irradiancias se indican
en cada experimento.
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Figra1. Inicio (iquierdo) y final del experime (derecho)con
temperatura de 25°C, fotoperiodo 15:9. Las irradiancias se indican
en cada experimento.
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Figura 16. Inicio (izquierdo)y final del experimento (derecho)
con temperatura de 30°C, fotoperiodo 9:15. Las irradiancias se
indican en cada experimento.
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Figura 17. Inicio (izquierdo) y final del experimento (derecho)
con temperatura de 30°C, fotoperiodo 12:12. Las irradiancias se
indican en cada experimento.
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Figura 18. Inicio (izquierdo)y final del experimento (derecho)
con temperatura de 30°C, fotoperiodo 15:9. Las irradiancias se
indican en cada experimento.
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Figura 19. Inicio (izquierdo) y final del xperimnto (derecho)
con temperatura de 35°C, fotoperiodo 9:15. Las irradiancias se
indican en cada experimento.
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Figura 20. Inicio (izquierdo) y final del experimento (derecho)
con temperatura de 35°C, fotoperiodo 12:12. Las irradiancias se
indican en cada experimento.
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Figura 21. Inicio (izquierdo) y final del experimento (derecho)
con temperatura de 35°C, fotoperiodo 15:9. Las irradiancias se
indican en cada experimento.
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