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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo conocer el efecto de la temperatura e
irradiancia en la composicion quimica de Ulva sp., con énfasis en los cambios en la
composicién y contenido de polisacaridos solubles. Muestras de Ulva sp se
mantuvieron en cultivo en laboratorio bajo tres condiciones de temperatura (15,
20y 25°C) y dos irradiancias (30 y 200 umol fotén ms?) con un fotoperiodo de
12:12 (Luz:Oscuridad; L:0). Después de ocho dias, las muestras fueron lavadas y
deshidratadas a 60 °C. Los polisacaridos solubles fueron extraidos en HCI 0.2N a
60°C por 3 horas; en el extracto obtenido, se determind el contenido de ramnosa
por el método de cisteina, acidos urdnicos por el método de carbazol, sulfatos por
el método turbidimétrico de cloruro de bario y el contenido de polisacaridos
solubles se determind por la sumatoria de ramnosa, sulfatos y acidos urdnicos. El
contenido de proteina se determind por el método de Bradford a partir de una
extraccion alcalina en NaOH 0.2N a 95°C por 30 min. Los resultados obtenidos
muestran que Ulva sp. presentd la mejor respuesta de crecimiento a 20°C en
condiciones de alta irradiancia (9.93 + 0.64 % dia™). El contenido de polisacéridos
solubles incrementd en condiciones de alta irradiancia siendo mayor en la
temperatura de 20 °C (35.72 £ 0.53 %), el contenido de ramnosa fue mayor en
condiciones de baja irradiancia en las temperaturas de 20y 25°C (13.48 + 23y 13.48
+ 16 % respectivamente), mientras que los sulfatos aumentaron en condiciones de
altairradianciaa 20°C(11.27 £0.66 %), al igual que el contenido de acidos urénicos
(11.82 + 0.29 %). El contenido de proteinas en el tejido en condiciones de baja
irradiancia varié inversamente proporcional a la temperatura con un maximo a
15°C (13.39 + 0.22 %). Se concluye que la temperatura e irradiancia en cultivo,
afectan el crecimiento, el contenido y composicién de polisacaridos solubles y
proteinas de Ulva sp. En altas irradiancias se obtuvo el mejor crecimiento y mayor
contenido de sulfatos y acidos urdnicos; mientras que bajas irradiancias favorecié
el contenido de ramnosa a 20 y 25°C. Debido a la presencia del azUcar ramnosa,
grupos sulfatos y acidos urdnicos el polisacarido soluble, es un polisacarido
sulfatado conocido como ulvan.

Palabras claves: ulva, ulvan, composicion, carbohidratos.
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INTRODUCCION

Las macroalgas marinas son organismos mas simples, en comparacion
con las plantas terrestres, que se caracterizan por contener grandes cantidades de
polisacaridos (Wood 1974). En las macroalgas las principales funciones de los
polisacaridos son estructurales y de reserva energética (McCandless 1981, Kloareg
& Quatrano 1988, Usov & Zelinsky 2013). Los polisacaridos de macroalgas son
diferentes con respecto a los encontrados en plantas terrestres debido a la
presencia de grupos sulfatos y otros azucares, ademas de presentar alto contenido
de grupos idnicos, alta solubilidad en agua y propiedades reoldgicas Unicas (Wood

1974; McCandless 1981; Jensen 1993; Lobban & Harrison 1994).

Las algas verdes (Chlorophyta) pertenecientes a las Ulvaceae (géneros
Ulva y Enteromorpha) almacenan almidén como reserva energética y presentan
varios tipos de polisacaridos estructurales, tales como ulvan, celulosa, xiloglucano
y glucuronano (Percival & McDowell 1967; Quemener et al. 1997; Lahaye 2001;
Lahaye & Robic 2007; Robic et al. 2009; Alves et al. 2013).

El ulvan es uno de los principales polisacaridos sulfatados solubles
extraidos de la pared celular de algas verdes del género Ulva (Robic et al. 2009,
Costa et al. 2012, Harrysson et al. 2018), donde el azlucar ramnosa (deoxi L-
Galactosa) es el componente principal por lo que recibe el nombre de polisacarido
sulfatado no galactano (PSNG) (Hernandez-Garibay, 2011); dicho polisacarido
contiene esencialmente ramnosa, xilosa, acido glucurénico, acido idurdnico vy

grupos sulfato (Paradossi et al. 2002, Robic et al. 2009, Xiao et al. 2016).



El ulvdn es un polisacarido complejo que presenta dos principales
disacaridos conocidos como acidos ulvanobiurdnicos designados como tipo: A3S:
3 -D-GIcA- (1 — 4) - a -L-Rha3S- (1 —) y B3S: « -L-IdoA- (1 — 4) « -L-Rha3S- (1 —
) (Ray & Lahaye 1995; Lahaye 2001; Costa et al. 2012; Yaich et al. 2013). Sin
embargo, los residuos de xilosa parcialmente sulfatados también pueden
presentarse en lugar de los acidos urdnicos, conocidos como ulvanobiosas (Lahaye
2001; Robic et al. 2009) (Figura 1). Dichos disacaridos pueden variar dependiendo
de la especie, localizacion y método de extraccion (Costa et al. 2012, Peasura et al.

2015, Xiao et al. 2016).
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Figura 1. Estructuras de los disacaridos repetidos en ulvan de Ulva:

Acidos Ulvanobiurdnicos (A3S y B3S) y Ulvanobiosas (U3S y U25S3S) (Lahaye 2001).

Se ha reportado que el ulvan presenta una amplia gama de propiedades
bioactivas tales como: anticancerigeno, anticoagulante, antioxidante, antimicotico,
antitumoral y antiinflamatoria (Robic et al. 2009, Pefia-Rodriguez et al. 2011, Alves

et al. 2013). Su bioactividad esta asociada principalmente al grado de sulfatacidn,
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ademas del contenido de acidos urdnicos y al contenido de ramnosa (Jiao et al.
2011, Alves et al. 2013). Si bien existen diversos estudios que describen la
composicién del ulvan y sus propiedades funcionales (Lahaye y Robic 2007; Robic
et al. 2009; Usov y Zelinsky 2013), se desconoce como puede variar la composicion
del ulvan en una misma especie en relacion a las condiciones ambientales en que

se desarrolla, tales como la temperatura y la luz.

La temperatura es un factor ambiental fundamental que controla el
metabolismo del alga ya que altera la actividad enzimatica, las tasas de respiracion
y fotosintesis en los organismos (Xiao et al. 2016); esto, influye en la composicién
quimica celular, la absorcidn de nutrientes y las tasas de crecimiento (Singh & Singh
2015). En particular en el género Ulva, la tasa fotosintética generalmente aumenta

con la temperatura (Kim et al. 2011, Xiao et al. 2016).

Por otro lado, la luz es una fuente de energia esencial para realizar
actividad fotosintética y el crecimiento de organismos autodtrofos, donde la
irradiancia y el ciclo de luz-oscuridad desempenan un papel importante en el
metabolismo (Lining, K. 1981, Singh & Singh 2015). La utilizacién de la luz durante
las respuestas a corto plazo de la fotosintesis depende fuertemente de la

temperatura (Henley & Ramus 1989, Xiao et al. 2016).

Las propiedades nutricionales del alga verde han motivado su cultivo en
estanques a nivel comercial en México para consumo humano. El cultivo en
estanques permite regular algunas de las variables ambientales, como el aporte de
nutrientes a través de fertilizaciones. Sin embargo, durante el cultivo las algas se
exponen a condiciones variables de luz y temperatura que pueden influir en su

composicién quimica. En ese sentido el presente trabajo tiene como objetivo
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conocer el efecto de la temperatura e irradiancia en el crecimiento de Ulva sp. y la
composicidn del polisacarido soluble; ademas, determinar condiciones dptimas de

dichas variables para mejorar el rendimiento y calidad del polisacarido.

2. HIPOTESIS

Variacion en las condiciones de temperatura e irradiancia en el cultivo en Ulva sp

producira cambios en el contenido y la composicidon de los polisacaridos solubles.

3. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la temperatura e irradiancia en el contenido y composicion de
polisacaridos solubles y proteinas en el tejido de Ulva sp sometida a cultivo en

condiciones de laboratorio.

OBIJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar lainfluencia de la temperatura e irradiancia respecto al contenido de
ramnosa, acidos urdnicos y sulfatos (ulvan).
2. Determinar el efecto de la temperatura e irradiancia en el contenido de

proteinas en el tejido de Ulva sp en cultivo.

10



4. METODOLOGIA
4.1 CULTIVO EN INCUBADORES

La muestra de Ulva sp fue colectada de las pozas de cultivo del Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas (II0-UABC), y se llevé al laboratorio donde se
enjuagoé con agua de mar filtrada. Posteriormente antes de iniciar el experimento
las muestras fueron separadas en tres fracciones para ser sometidas a un proceso
de aclimatacion térmica (con duracién de dos dias); dicho proceso consistié en
mantener una de las fracciones a 20 °C (temperatura promedio del cultivo en la
fecha de colecta), mientras que las otras dos fracciones se llevaron a las
temperaturas de 15 y 25 °C. La exposicion a estas temperaturas se hizo de forma
gradual, incrementando o disminuyendo 2 °C por dia con el fin de evitar un shock

térmico en el alga y con ello incrementar su estrés a dichas condiciones.

Posterior al periodo de aclimatacion, la muestra de Ulva sp se separd en
fracciones de 4 g de tejido fresco (1 gL?), en recipientes de 4 L de agua de mar
filtrada e irradiada con luz UV y enriguecida con nitrato de amonio (25 pmol) y
acido fosférico (2.5 pmol) para ser expuesta a tres condiciones de temperatura (15,
20y 25 °C) y a dos irradiancias (30 y 200 pmol fotén m2s?) con un fotoperiodo de

12:12 (Luz:Oscuridad; L:0). Los tratamientos se realizaron por triplicado (n=3).

Las condiciones de temperatura e irradiancia del presente trabajo fueron en
base a: las temperaturas a las que se encuentra Ulva sp. en las pozas de cultivo del
Instituto de Investigaciones Oceanoldégicas a lo largo del afio; y en el caso de las
irradiancias, se realizaron curvas P-E con el fin de determinar la irradiancia de

compensacion (Ic) e irradiancia de saturacién (lk) del tejido de pozas, siendo 30
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umol fotén m2stun valor mayor al Ic encontrado para pozas, y 200 umol fotén m
st el valor promedio de la curva P-E.

Para mantener las muestras en movimiento cada cubeta experimental fue
suministrada con aireacioén. Se hicieron mediciones de temperatura y pH tres veces
al dia (antes de encender la luz del incubador, durante el dia y antes de apagar la
luz). Cada tres dias se realizaron recambios de agua con agua de mar filtrada y
enriquecida. Después de siete dias las algas se cosecharon para ser analizadas

quimicamente.

4.2 ANALISIS DE POLISACARIDOS SOLUBLES
4.2.1 Preparacion de las muestras
Al final del periodo experimental las muestras fueron cosechadas y lavadas
con agua desionizada con el fin de remover nitrégeno y sales, tras lo cual fueron
secadas en estufa de conveccion a 60°C hasta peso constante. Posteriormente para

homogenizar las muestras fueron pulverizadas con mortero.

4.2.2 Extraccion de polisacaridos solubles
Para la cuantificacion de los polisacaridos solubles, cuantificacién de
ramnosa y acidos urdnicos, se realizd el siguiente procedimiento de extraccion: en
tubos eppendorf, se colocaron 20 mg de muestra pulverizaday 2 mL de HCI 0.2 N,
y la extraccion se realizé en baifio maria a 60°C durante 3 horas. Posteriormente
fueron centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos; de cada muestra se tomé 1 mL del
sobrenadante y se diluydé a 40 mL (solucién de trabajo para cuantificacion de

ramnosa y acidos urdnicos) (Figura 2).
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La cuantificacion de sulfatos, se realizé con el siguiente procedimiento: en
tubos eppendorf, se colocaron 20 mg de muestra pulverizada y se agregaron 0.5
mL de HCI 2 N, las muestras se hidrolizaron en bafio maria a 100°C. Posteriormente
se centrifugaron a 4000 rpm por 5 minutos; de cada muestra se tomd una alicuota

de 0.25 mL del sobrenadante el cual se diluyé a 5 mL (dilucién 1:20) (Figura 2).

Alga seca pulverizada

|

Extraccion de

l polisacdridos solubles

Cuantificacion

Extraccion de
ramnosa y acidos urdnicos de sulfatos

| 2’

Hidrolisis acida:
Extraccion dcida: 20 mg de alga seca
20 mg de alga seca 05mLdeHCI2ZN
2mLde HCIO2Z N 2hai100°C
3haed*C ‘lr

Metodo turbidimétrico de
Cloruro de Bario - Gelatin
(Tabatabai, 1974)

Ramnosa Acidos
Uronicos
Método de Cisteina Método de Carbazol
(Dische, 1955) (Bitter et al., 1962)

Figura 2. Procedimientos de extraccidon de polisacaridos solubles por medio de una
extraccion acida (HCl 0.2 N) para ramnosa y acidos urdnicos y una hidrdlisis acida

(HCI 2 N) para sulfatos.

13



4.2.2.1 Cuantificacion y caracterizacion de polisacaridos solubles

a) Polisacaridos Solubles

El contenido de polisacdridos solubles se obtuvo en forma indirecta,
considerando que el ulvdn esta formado por una composicién variable de
ulvanobiosas y ulvanobiurdnicos donde siempre una de las unidades es ramnosa,
por lo que el contenido de ulvan se obtuvo multiplicando por dos el contenido del
azucar ramnosa.

b) Ramnosa

La cuantificacion de ramnosa se realizd por el método de cisteina (Dische,
1955), utilizando ramnosa como estandar (50 pg mL?).

En tubos de ensayo, se afiadieron 1 mL de muestra y 4.5 mL de H;SO4
concentrado, se agitd y se afadid 0.1 mL de la solucidon de cisteina al 3%, se agitd
nuevamente y se dejé reposar por 30 minutos. Posteriormente se leyd su
absorbancia a 396y 427 nm.

La concentracion de ramnosa se determind a partir de la siguiente ecuacion:

AbSRha = Anggs - AbS427

c) Acidos Urénicos
La cuantificacidon de acidos urdnicos se determind por el método de carbazol
(Bitter y Muir, 1962), utilizando alginato como estandar (50 pg mL?).
En tubos de ensayo, se anadieron 0.5 mL de muestra y 2.5 mL de H,S0s-
Borato de sodio 0.025 M, se agitd y se afiadié 0.1 mL de carbazol al 0.125%, se agito
nuevamente y se dejo reposar por 20 minutos. Posteriormente se leyd su

absorbancia a 530 nm.
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d) Sulfatos

Se determinaron por el método turbidimétrico de Cloruro de Bario-Gelatin
(Tabatabai, 1974, modificado por Craigie y Wen, 1984), empleando K,SOs como
estandar (500 pug mL1).

En tubos eppendorf, se colocaron 20 mg de muestray 0.5 mLde HCI 2 Ny se
hidrolizé por 2 horas a 100°C. Posteriormente, el hidrolizado fue aforado a 10 mL.

En tubos de ensayo, se afiadieron 0.5 mL del hidrolizado y 5 mL de HCI 0.05
N y 0.25 mL de BaCl,-Gelatin, se agitd y se dejé reposar por 30 minutos.

Posteriormente se leyod su absorbancia a 550 nm.

4.3 CONTENIDO DE PROTEINAS

El analisis de proteinas se realizd mediante una modificacion al método de
Rausch (1981) por medio de una extraccion alcalina.

En tubos eppendorf se colocaron 20 mg de muestra pulverizada y 2 mL de
NaOH 0.2 N, los cuales fueron colocados en baino maria a 95°C durante 30 minutos.
Posteriormente fueron centrifugados a 4000 rpm por 15 minutos y del
sobrenadante se tomd una alicuota de 0.25 mL el cual se aforé a 10 mL.

La determinacién de proteinas se realizé mediante el método colorimétrico
de Bradford (Bradford, 1976), utilizando suero de albumina como estandar (300 pg
mL?).

En tubos de ensayo, se afiadieron 0.2 mL de muestra y 0.8 mL del reactivo
Azul Brillante de Coomassie G-250, se agitaron y posteriormente se leyd su

absorbancia a 595 nm.
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4.4 ANALISIS ESTADISTICO
Se realizaron pruebas no paramétricas por medio del anadlisis de varianzas
(ANOVA) de Kruskal-Wallis para muestras independientes (a=0.05) (Zar, 1999a). En
caso de obtener diferencias en al menos uno de los tratamientos, se realizaron
contrastes multiples por medio de la prueba de rankeo de Wilcoxon-Wilcoxon para
dos muestras independientes (a=0.05) (Zar, 1999b). El analisis estadistico fue

realizado en el programa Software Minitab 15.1.0.

Para realizar el analisis estadistico no paramétricos, previamente los datos
fueron sometidos a pruebas de gaussianidad (prueba Q-Qpiot) y transformaciones Z,
donde se demostré que los tratamientos no cumplen con los requerimientos para
realizar estadisticos paramétricos, ya que no se ajustan a una distribucién

gaussiana (Zar, 1999).
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5. RESULTADOS
5.1 Crecimiento en biomasa
El mayor crecimiento en biomasa fue de 9.93 £ 0.64 % en la muestra a 20°C en alta
irradiancia, mientras que el menor incremento fue de -2.92 £ 0.69 % en la muestra

a 25°C en baja irradiancia (Figura 3).

12
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Figura 3. Crecimiento en biomasa en tratamientos a tres temperaturas y a dos
irradiancias (Bl: Baja Irradiancia (30 umol fotén m2s?), Al: Alta Irradiancia (200
umol fotdon m=2s?)). (Barras indican error estandar, n=3).

El andlisis estadistico a priori de Kruskal-Wallis arrojé diferencias significativas

entre los tratamientos (Tabla I).
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Tabla I. Analisis estadistico a priori de Kruskal-Wallis para comprobar el efecto de

la temperatura e irradiancia en el incremento en biomasa de Ulva sp.

Variacion gl H calculada H critica a Significancia

Tratamientos 5 14.64 5.99 0.05 *

e *=Diferencia significativa

El analisis estadistico a posteriori de Wilcoxon-Wilcoxon para dos muestras
independientes muestra que hay diferencias significativas entre los tres
tratamientos de temperaturay entre las dos condiciones de irradiancia en cada uno

de ellos, con un mayor incremento en altas temperaturas y altas irradiancias (Tabla

).

Tabla ll. Comparaciones de Wilcoxon-Wilcoxon entre tratamientos.

a=0.05T=5 ; Tu= 16

Comparacion N2/ Significancia

*

15°CBI - 15°C Al

w

*

15°CBI - 20°C BI
15°CBI - 20°C Al *
15°CBI - 25°C BI
15°CBI - 25°C Al
15°C Al - 20°C BI
15°C Al - 20°C Al
15°C Al - 25°C BI
15°C Al - 25°C Al

20°CBI-20°CAI

w w wWw w w w w w w w

20°CBI - 25°C BI
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20°CBI-25°CAl
20°C Al-25°CBI

20°CAI-25°CAl NS

w w w w

25°CBI - 25°CAl

e NS = Diferencia no significativa

e *=Diferencia significativa

5.2 Polisacaridos solubles
El mayor contenido de polisacaridos solubles fue de 35.72 £ 1.50 % en la muestra
a 20°C en alta irradiancia, mientras que el menor contenido fue de 27.67 £ 0.74 %

en la muestra a 15°C en baja irradiancia (Figura 4).

El analisis estadistico a priori de Kruskal-Wallis arrojé diferencias significativas

entre los tratamientos (Tabla Ill).
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Figura 4. Contenido de polisacaridos solubles en tratamientos a tres temperaturas
y a dos irradiancias (BI: Baja Irradiancia (30 umol fotdn m2s?), Al: Alta Irradiancia

(200 pmol fotédn m2s?)). (Barras indican error estandar, n=3).

Tabla lll. Analisis estadistico a priori de Kruskal-Wallis para comprobar el efecto de

la temperatura e irradiancia en el contenido de polisacaridos solubles de Ulva sp.

Grados de
Variacion libertad Hcalculada H critica a Significancia
Tratamientos 5 13.00 5.99 0.05 *

e *=Diferencia significativa
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El andlisis estadistico a posteriori de Wilcoxon-Wilcoxon para dos muestras
independientes muestra que hay diferencias significativas en el contenido de

polisacaridos solubles a 20°Cy 25°C en condiciones de alta irradiancia (Tabla IV).

Tabla IV. Comparaciones de Wilcoxon-Wilcoxon entre tratamientos.

a=0.05T=5;Tw=16

Comparacion N2/ Significancia
15°CBI - 15°C Al 3 NS
15°C Bl - 20°C BI 3 NS
15°CBI-20°CAl 3 *
15°C Bl - 25°C BI 3 NS
15°CBI - 25°CAl 3 *
15°C Al - 20°C BI 3 NS
15°C Al - 20°C Al 3 *
15°C Al - 25°C BI 3 NS
15°C Al - 25°C Al 3 *
20°CBI - 20°C Al 3 *
20°C Bl - 25°C BI 3 NS
20°CBI - 25°CAl 3 *
20°C Al - 25°C BI 3 *
20°C Al - 25°C Al 3 *
25°CBI-25°CAl 3 *

e NS = Diferencia no significativa

e *=Diferencia significativa

5.3 Ramnosa

El mayor contenido de ramnosa fue de 13.48 + 0.23 % en la muestra a 20°C en
baja irradiancia, mientras que el menor contenido fue de 12.29 +0.26 % en la

muestra a 15°C en alta irradiancia (Figura 5).

21



16

abcd I Bl
14 4 3 o acd | —— a

12

10 H

% Ramnosa
(]
|

0 T T |
15°C 20°C 25°C

Tratamientos
Figura 5. Contenido de ramnosa en tratamientos a tres temperaturas y a dos
irradiancias (Bl: Baja Irradiancia (30 umol fotdn ms?), Al: Alta Irradiancia (200
umol fotén m=2s?)). (Barras indican error estandar, n=3).
El anadlisis estadistico a priori de Kruskal-Wallis arrojé diferencias significativas

entre los tratamientos (Tabla V).

Tabla V. Analisis estadistico a priori de Kruskal-Wallis para comprobar el efecto de

la temperatura e irradiancia en el contenido de ramnosa de Ulva sp.

Grados de
Variacion libertad Hcalculada H critica a Significancia
Tratamientos 5 8.81 5.99 0.05 *

22



e *=Diferencia significativa

El analisis estadistico a posteriori de Wilcoxon-Wilcoxon para dos muestras
independientes muestra que hay diferencias significativas en el contenido de
ramnosa a 15°C y 20°C en las dos condiciones de irradiancia, asi como en el

contenido entre 15°Cy 25°C en alta irrandiancia (Tabla V).

Tabla VI. Comparaciones de Wilcoxon-Wilcoxon entre tratamientos.

a=005T=5;T=16

Comparacion nz/na Significancia
15°CBI - 15°C Al 3 *
15°C BI - 20°C BI 3 NS
15°C Bl - 20°C Al 3 NS
15°C BI - 25°C BI 3 NS
15°C Bl - 25°C Al 3 NS
15°C Al - 20°C Bl 3 *
15°C Al - 20°C Al 3 NS
15°C Al - 25°C BI 3 NS
15°C Al - 25°C Al 3 *
20°CBI - 20°C Al 3 *
20°CBI - 25°C BI 3 NS
20°CBI - 25°C Al 3 NS
20°C Al - 25°C Bl 3 NS
20°C Al - 25°C Al 3 NS
25°CBI - 25°CAl 3 NS

e NS = Diferencia no significativa

e * = Diferencia significativa
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5.4 Sulfatos

El mayor contenido de sulfatos fue de 11.27 £ 0.66 % en la muestra a 20°C en alta

irradiancia, mientras que el menor contenido fue de 8.55 £ 0.19 % en la muestra a

15°C en baja irradiancia (Figura 6).
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Figura 6. Contenido de sulfatos en tratamientos a tres temperaturas y a dos
irradiancias (Bl: Baja Irradiancia (30 umol fotédn ms?), Al: Alta Irradiancia (200
umol fotéon m2s1)). (Barras indican error estandar, n=3).
El analisis estadistico a priori de Kruskal-Wallis arrojé diferencias significativas
entre los tratamientos (Tabla VII).
Tabla VII. Andlisis estadistico a priori de Kruskal-Wallis para comprobar el efecto de
la temperatura e irradiancia en el contenido de sulfatos de Ulva sp.
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Variacion

Grados de libertad

H calculada

H critica a

Significancia

Tratamientos

5

11.15

5.99 0.05

*

* = Diferencia significativa

El andlisis estadistico a posteriori de Wilcoxon-Wilcoxon para dos muestras
independientes no muestra diferencias en el contenido de sulfatos entre las
condiciones de irradiancia para los tratamientos de temperatura, sin embargo
se detectaron diferencias significativas a 15 °C con respecto a 20°Cy 25 °C en

condiciones de baja irradiancia, asi como en el contenido entre 15 °Cy 20 °Cen

alta irrandiancia (Tabla VIII).

Tabla VIIl. Comparaciones de Wilcoxon-Wilcoxon entre tratamientos.

a=0.05T=5 ; Tu= 16

Comparacion

nz/n1

Significancia

15°CBI - 15°C Al
15°CBI - 20°C BI
15°CBI-20°C Al
15°CBI - 25°C BI
15°CBI - 25°C Al
15°C Al - 20°C BI
15°C Al - 20°C Al
15°C Al - 25°C BI
15°C Al - 25°CAl
20°CBI-20°CAl
20°CBI - 25°C BI
20°CBI - 25°CAl
20°C Al - 25°C BI
20°C Al - 25°C Al

w

w W W wWw W W W W W W w w w

25

NS

*
*

*

NS

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS



25°CBI - 25°CAl 3 NS

e NS = Diferencia no significativa

e *=Diferencia significativa

5.5 Acidos Urdnicos

El mayor contenido de acidos urdnicos fue de 11.82 £ 0.29 % en la muestra a 20°C
en alta irradiancia, mientras que en condiciones de baja irradiancia se presentaron
contenidos similares siendo el menor de 5.86 +0.49 % en la muestra a 25°C (Figura

7).
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Figura 7. Contenido de acidos irdnicos en tratamientos a tres temperaturas y a
dos irradiancias (BI: Baja Irradiancia (30 pmol fotén m2st), Al: Alta Irradiancia
(200 umol fotédn m2s?)). (Barras indican error estandar, n=3).

El analisis estadistico a priori de Kruskal-Wallis arrojé diferencias significativas

entre los tratamientos (Tabla IX).

Tabla IX. Analisis estadistico a priori de Kruskal-Wallis para comprobar el efecto de

la temperatura e irradiancia en el contenido de acidos urdnicos de Ulva sp.

Variacién Grados de libertad H calculada H critica a Significancia

Tratamientos 5 12.51 5.99 0.05 *

e *=Diferencia significativa

El analisis estadistico a posteriori de Wilcoxon-Wilcoxon para dos muestras
independientes muestra que hay diferencias significativas en el contenido de
acidos urdnicos a 20°C y 25°C con respecto a 15°C en condiciones de alta
irradiancia. Las condiciones de baja irradiancia no mostraron diferencias

significativas entre temperaturas (Tabla X).

Tabla X. Comparaciones de Wilcoxon-Wilcoxon entre tratamientos.

a=005T=5;T=16

Comparacion N2/ Significancia
15°C Bl - 15°C Al 3 NS
15°CBI - 20°C BI 3 NS
15°C BI - 20°C Al 3 *
15°CBI - 25°C BI 3 NS



15°CBI - 25°CAl 3 *
15°C Al - 20°C BI 3 NS
15°C Al - 20°CAl 3 *
15°C Al - 25°CBI 3 NS
15°C Al - 25°CAl 3 *
20°CBI - 20°CAl 3 *
20°CBI - 25°CBI 3 NS
20°CBI - 25°CAl 3 *
20°C Al - 25°C BI 3 *
20°C Al - 25°C Al 3 NS
25°CBI-25°CAl 3 *

e NS = Diferencia no significativa

e *=Diferencia significativa

5.6 Proteinas
El mayor contenido de proteinas fue de 13.39 + 0.22 % correspondid a la muestra
de 15°C en baja irradiancia, mientras que el menor contenido fue de 11.57 +0.09

% en la muestra a 15°C en alta irradiancia (Figura 8).
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Figura 8. Contenido de proteinas en tratamientos a tres temperaturas y a dos
irradiancias (Bl: Baja Irradiancia (30 umol fotdn ms?), Al: Alta Irradiancia (200
umol fotén m=2s?)). (Barras indican error estandar, n=3).

El anadlisis estadistico a priori de Kruskal-Wallis arrojé diferencias significativas

entre los tratamientos (Tabla XI).

Tabla XI. Andlisis estadistico a priori de Kruskal-Wallis para comprobar el efecto de

la temperatura e irradiancia en el contenido de proteinas de Ulva sp.

Grados de
Variacion libertad Hcalculada H critica a Significancia
Tratamientos 5 16.53 5.99 0.05 *

e *=Diferencia significativa
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El andlisis estadistico a posteriori de Wilcoxon-Wilcoxon para dos muestras
independientes muestra que hay diferencias significativas en el contenido de
proteinas a 15°C entre las dos condiciones de irradiancia y la temperatura de
25°C mostro diferencias con respecto a 15°C y 20°C sélo en condiciones de baja
irradiancia (Tabla XIlI).

Tabla XIIl. Comparaciones de Wilcoxon-Wilcoxon entre tratamientos.

a=005T=5;T=16

Comparacion nz/na Significancia
15°CBI - 15°C Al 3 *
15°C Bl - 20°C BI 3 NS
15°C Bl - 20°C Al 3 NS
15°C BI - 25°C BI 3 *
15°C Bl - 25°C Al 3 *
15°C Al - 20°C Bl 3 *
15°C Al - 20°C Al 3 NS
15°C Al - 25°C BI 3 *
15°C Al - 25°C Al 3 NS
20°CBI - 20°C Al 3 NS
20°CBI - 25°C BI 3 NS
20°CBI - 25°C Al 3 NS
20°C Al - 25°C BI 3 NS
20°C Al - 25°C Al 3 NS
25°CBI - 25°CAl 3 NS

e NS = Diferencia no significativa

e * = Diferencia significativa
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6. DISCUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la
temperatura e irradiancia influyen en el metabolismo de Ulva sp. ya que se observo
gue variaciones de dichas condiciones produjeron cambios en el contenido y
composiciéon de polisacaridos solubles, proteinas y pigmentos. Siendo Ia
temperatura una variable considerada capaz de afectar el metabolismo del alga
(Lobban y Harrison, 1994), y controlar la actividad enzimatica afectando las tasas

de respiracion y fotosintesis (Davison, 1991).

Los crecimientos fueron estimulados por la intensidad de luz, ya que los
maximos se presentaron en condiciones de alta irradiancia, siendo las
temperaturas de 20y 25 °C las que presentaron las tasas de crecimiento especifico
mas altas con valores de 9.93 + 0.64 y 6.85 + 1.36 (% dia™) respectivamente. Xiao
et al. (2016) reportan valores de crecimiento especifico de 16 % dia™® para U.
prolifera a 20 °C, mientras que Liu & Dong (2001) reportan valores de 12 % dia™

para U. pertusa a esta temperatura.

La extraccion de polisacaridos solubles de Ulva sp. se realizé en medio acido
debido a la mayor solubilidad de los polisacaridos acidos y neutros y ademas

presenta un mayor contenido de sulfatos (Percival 1964).

El contenido de polisacdridos solubles en medio acido (27-35%) mostré una
relacion positiva con respecto a la temperatura en condiciones de alta irradiancia,
donde el menor contenido corresponde a la temperatura de 15°C e incrementd en
las temperaturas de 20 y 25 °C con valor maximo de 35.72 £ 0.53 a 20 °C. Estos

valores coindicen con lo reportado por Alves et al. (2010), donde indican que el
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contenido de polisacaridos solubles puede ser alrededor del 30 % de la biomasa del
alga. Lahaye & Robic (2007) reportan que los polisacaridos de la pared celular
representan entre el 38 y 54% del peso fresco del alga, siendo los polisacaridos
solubles sélo una fraccion de dichos polisacaridos, los cuales pueden variar entre

18 y 30%.

En la composicion del polisacarido soluble en medio acido el azdcar ramnosa
fue el componente principal en todos los tratamientos siendo mayor en
condiciones de baja irradiancia a 20y 25 °C con valores maximos de 13.48 £ 0.23 y

13.48 £ 0.16 respectivamente.

Los grupos sulfatos encontrados en el presente trabajo (8 - 11 %) son
similares a los reportados para U. armoricana (10 a 14 %) (Robic et al., 2009). En
este estudio el contenido de sulfatos aumentd en razén directa con la temperatura
en condiciones de alta irradiancia, lo cual es similar al patron reportado para
agarofitas y carragenofitas (Craigie & Wen, 1984; Lopez-Acuiia et al., 2002) vy
contrasta con lo reportado por Mesa-Soria (2008), que encontrd una relacion
inversa de sulfatos con la temperatura para U. clathrata a una irradiancia de 150

umol fotén m2 s,

El contenido de acidos urdnicos (5 - 11 %) fue similar a lo reportado por
Hernandez-Garibay (2011) para U. clathrata (11.55 %). En este estudio el contenido
de acidos urdnicos aumentd de manera directa con la temperatura en altas
irradiancias. De acuerdo a la estructura quimica idealizada para ulvan y
considerando que los acidos urdnicos estuvieron presente en todos los extractos
en medio acido, nuestros resultados concuerdan con la estructura de acidos

ulvanobiuronicos A3S y B3S. Ademas, dichos compuestos son de gran importancia
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debido a que estan relacionados con actividades antitrombdticas (El-Baky, 2009;

Usman et al., 2017).

Respecto a la composicién de los polisacaridos solubles, las principales
variaciones se dieron en el contenido de acidos urénicos ( 5.9 %) y sulfatos (£ 2.7
%), mientras que el contenido de ramnosa fue relativamente constante (£ 1.19 %);

con una tendencia significativa a incrementar con la temperatura.

El contenido de polisacaridos solubles fue realizado en base a la sumatoria
de las componentes del mismo, sin embargo la xilosa siendo parte de la estructura
guimica de dicho polisacarido no fue cuantificada en el presente trabajo por lo que

el contenido podria estar siendo subestimado.

El contenido de proteinas en el tejido en el presente trabajo concuerda con
los intervalos de proteina reportados para el género Ulva (10 a 26%) por Fleurence
(1999) y con lo reportado por Darcy-Vrillon (1993) de 10 al 30%. De acuerdo a
Fleurence (1999) las variaciones en el contenido de proteina pueden atribuirse a
diferentes factores tales como la temporada estacional o las condiciones de
almacenamiento del organismo. En el presente trabajo dicho contenido fue mayor
en condiciones de baja temperatura y baja irradiancia, contrario a lo encontrado
por Meza-Soria (2008) donde reportd un incremento en el contenido de proteinas

al aumentar la temperatura con un maximo de 21 % a 30 °C para U. clathrata.
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7. CONCLUSIONES

Los factores ambientales de temperatura e irradiancia afectaron el
contenido y composicion de polisacaridos solubles asi como el contenido de
proteinas.

Las plantas sometidas a 20 °C de temperatura presentaron el mayor
contenido de ramnosa (en condiciones de baja irradiancia) y el mayor contenido de
polisacaridos solubles, sulfatos y dacidos urdnicos (en condiciones de alta

irradiancia).

En el polisacarido soluble obtenido en medio acido se encontré ramnosa,
grupos sulfatos y acidos urdnicos, siendo el azlcar ramnosa el componente
principal lo cual concuerda con la estructura quimica del polisacarido sulfatado no

galactano conocido como ramnano o ulvan.
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