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Resumen

Esta tesis doctoral explord el efecto de la irradiancia y la calidad de luz sobre el crecimiento, la
fotosintesis, el perfil de pigmentos, la sintesis de compuestos bioactivos y la actividad antioxidante de
extractos de Gracilaria cornea 'y Solieria filiformis. Se encontrd que la calidad de la luz puede estimular la
sintesis de ciertos pigmentos y compuestos, y sugiere que la primera semana de cultivo suele ser el
momento 6ptimo de cosecha en términos de biomasa, excepto cuando se utiliza luz azul. La
combinacién de luz blanca y azul promovié el crecimiento y la actividad antioxidante de los extractos
de G. cornea, mientras que la luz blanca fue 6ptima para la sintesis de carotenoides y para la actividad
antioxidante en extractos de S. filiformis. La luz verde aument6 la sintesis de clorofila a en S. filiformis y
la produccién de ficoeritrina y ficocianina en G. cornea. En general, se encontré que la intensidad de luz
media (~350 umol fotones m” s') favorecié la sintesis de pigmentos, fenoles, aminoacidos tipo
micosporina y carragenato en S. filiformis, mientras que la irradiancia baja (~100 umol fotones m” s™)
mejoro la fotosintesis maxima, la cantidad de pigmentos y la capacidad antioxidante en G. cormea. En
este estudio, se llevo a cabo una caracterizacion de las micosporinas en S. filiformis y se demostré que
las diferentes condiciones de luz probadas pueden inducir la sintesis de estos antioxidantes. La
irradiancia alta (~700 umol fotones m™ ") aument6 la fotosintesis maxima y la actividad antioxidante
en S. filiformis. Ademas, se presento el primer analisis transcriptomico de S. filiformis revelando que la
irradiancia media con luz blanca (L350+B) y con adicién de luz azul (L350+A) estimul6 la expresion
de genes importantes para la fotosintesis, la producciéon de pigmentos y su capacidad antioxidante. El
tratamiento 1.350+A indujo la mayoria de los genes que participan en la sintesis de carragenato. Los
resultados sugieren que S. fi/iformis tiene una mayor capacidad de aclimatacion y resistencia a factores
abioticos, y que la irradiancia y la calidad de luz pueden desempefar roles diferentes pero
complementarios en la fisiologia de S. filiformis y G. cornea, proporcionando informaciéon util para la

produccién de biomasa y compuestos bioactivos.
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Abstract

This doctoral thesis examines how the irradiance and light quality impact the growth, photosynthesis,
pigment profile, synthesis of bioactive compounds, and antioxidant activity of extracts from Gracilaria
cornea and Solieria filiformis. The study discovered that light quality could stimulate the synthesis of
certain pigments and compounds. The first week of cultivation was usually the best time for harvesting
in terms of biomass, except when blue light was used. The combination of white and blue light
promoted growth and antioxidant activity of G. comea extracts, while white light was best for the
synthesis of carotenoids and antioxidant inhibition capacity in S. filiformis extracts. Green light
enhanced chlorophyll  synthesis in . fiiformis and production of phycobiliproteins (phycocyanin and
phycoerythtin) in G. cormea. Overall, moderate light intensity (~350 umol photons m™s™) was favorable
for pigments, phenols, mycosporine-like amino acids, and carrageenan synthesis in S. fiiformis, while
low irradiance (~100 pmol photons m™ ') improved maximum photosynthesis, pigment content, and
antioxidant capacity in G. cormea. This study also characterized mycosporines in S. filiformis and showed
that this benthic alga can induce the synthesis of these antioxidants. High irradiance (~700 umol
photons m™”s™) increased maximum photosynthesis and antioxidant activity in 5. filiformis. Additionally,
this first transcriptomic analysis of S. filiformis showed that moderate irradiance with white light
(L350+B) and blue light addition (I.350+A) induced essential genes for photosynthesis, pigment
production, and the antioxidant system. The L350+A treatment stimulates most of the genes involved
in carrageenan synthesis. Results also indicate that S. fi/iformis is highly adaptable and resilient to biotic
and abiotic factors. Irradiance and light quality had different but complementary roles in the physiology
of the edible seaweeds S. filiformis and G. cornea, providing valuable information for producing biomass

and bioactive compounds.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Las algas son organismos fotosintéticos polifiléticos que habitan una gran variedad de ecosistemas
alrededor del mundo, tanto en cuerpos de agua dulce como salada. El término alga se refiere tanto a
las macroalgas como a los organismos microscopicos conocidos como microalgas (Barsanti y Gualtieri,
2014). Presentan una gran variedad de tamafios, desde el picoplancton que mide de 0.2 a 2 um hasta
los ‘kelp’ gigantes de hasta 60 m de longitud. La infinidad de origenes evolutivos, tanto en algas
procariotas y eucariotas ha generado una amplia diversidad de estructuras celulares, niveles de
organizacion e historias de vida, morfologfas, pigmentos fotosintéticos y sustancias de reserva. Las
algas representan la produccion primaria en el océano, se encargan de producir una gran parte del
oxigeno en el planeta y son alimento del zooplancton (p.e. rotiferos, copépodos, artemia), de algunas
larvas de peces, de moluscos y equinodermos, beneficiando en dltima instancia a los depredadores tope
(Brodie y Lewis, 2007).

La clasificacion de las algas ha cambiado a lo largo de los ultimos 30 afios en gran medida por
los estudios de filogenética molecular, por ello, no existe un esquema de clasificaciéon universal
aceptado por la mayorfa de los ficlogos y con base en la clasificacion propuesta se pueden agrupar de
cinco a 16 divisiones. Los grupos principales se dividen por la naturaleza quimica de sus productos
fotosintéticos, por la estructura quimica de su pared celular o con base a su pigmentacién. De acuerdo
con lo anterior, se clasifican en tres grupos principales (Guiry, 2012): Chlorophyta (algas verdes),
Ochrophyta (algas cafés) y Rhodophyta (algas rojas).

Las macroalgas componen la mayor fraccion de biomasa en ecosistemas costeros, tienen un
rol ecolégico muy importante, ya que algunas especies son habitat y sustrato de una gran cantidad de
peces e invertebrados (Graham et al., 2007). Ademas, protegen la linea de costa de los fenémenos de
erosion y juegan un papel importante en el ciclo de carbono en el océano (Vasquez et al., 2014).
Aunado a su importancia ecoldgica, las algas son consumidas como alimento alrededor del mundo.

Porphyra/ Pyropia (noti) es utilizada en Japén en la preparacion de sushi y Undaria pinnatifida
(wakame) en ensaladas y sopas (Yamanaka y Akiyama, 1993). En Irlanda es comin el consumo de
Palmaria palmata (dulse) y en Chile de Durvillaca antarctica o cochayuyo (Brodie y Lewis, 2007) debido a
que son una fuente importante de proteinas, lipidos, minerales y vitaminas (Gupta y Abu-Ghannam,
2011). Por ultimo, Ulva, género con una amplia distribucién alrededor del mundo, despierta gran
interés por su composicion quimica, en Asia ya es utilizada como condimento y en Francia y Chile

como suplemento nutricional (Pefia-Rodriguez et al., 2011).



1.1 Importancia econémica y compuestos quimicos de las macroalgas

La producciéon comercial de macroalgas se concentra principalmente en paises asiaticos como China,
Japon y Corea del Sur, y en Latinoamérica en Argentina, Brasil, Chile, Perd y México (Rebours et al.,
2014). En estos ultimos tres paises son cosechadas del medio natural; sin embargo, en Chile y Brasil
una proporcion de la producciéon proviene de cultivos controlados (Pereira y Yarish, 2008). En la
actualidad, aproximadamente el 83% de la produccién mundial de macroalgas se utiliza para consumo
humano y el 17% restante es utilizado para la fabricacion de fertilizantes agricolas, aditivos en la
alimentacion animal y en aplicaciones farmacéuticas y biotecnoldgicas (Craigie, 2011). Se estima que el
98% de la produccion (extraccion y cultivo) de algas esta compuesta principalmente por cinco géneros:
Pyropia, Undaria, Gracilaria, Kappaphycus y Saccharina (Pereira y Yarish, 2008).

En las zonas tropicales del sureste asiatico, la produccién se concentra en algas rojas fuente
importante de carragenato y agar, lo que ha fomentado su cultivo desde el anio 2000. Desde el 2004, la
producciéon mediante cultivo en esta region ha estado dominada por los géneros Kappaphycus y Euchenma
(Hurtado etal.,, 2014). Debido a la creciente demanda de productos derivados de algas, se ha
experimentado con el cultivo de nuevas especies de algas pardas de los géneros Sargassum 'y Costaria, y
verdes de los géneros Enteromorpha y Canlerpa (Kim y Lee, 1996; Hwang et al., 2006; Fu et al., 2010;
Guo et al.,, 2015). Su importancia esta asociada principalmente a la actividad antioxidante, antiviral,
antibacteriana y antinflamatoria que presentan y que es aprovechada por la industria cosmética,
farmacéutica y recientemente en la nutracéutica.

Los nutraceuticos son compuestos quimicos naturales que presentan algun tipo de bioactividad
y son utilizados para promover la salud, prevenir enfermedades y con fines medicinales. Este tipo de
productos se han vuelto mas populares con el tiempo y hoy dia es muy comun encontrarlos en
supermercados en forma de suplementos como la astaxantina o algunos polifenoles (Espin et al., 2007).
Entre los principales metabolitos con importancia econémica sintetizados por las macroalgas se
pueden mencionar los polisacaridos, polifenoles, aminoacidos tipo micosporina (MAAs, por sus siglas

en inglés) y pigmentos como las clorofilas, carotenoides y ficobiliproteinas.

1.1.1 Polisacaridos

Las células macroalgales poseen una pared compuesta por una gran cantidad de polisacaridos. Esta
pared representa aproximadamente la mitad del peso seco en macroalgas y se considera un depdsito

importante del carbono fijado fotosintéticamente. Los polisacaridos, también llamados glicanos, que



componen la pared celular presentan diferentes estructuras dependiendo de la especie, la region del
talo y es influenciada por factores ambientales como la estacionalidad y el lugar donde habitan las algas.
Estos compuestos pueden ser clasificados por el grado de sulfatacion, el peso molecular, esterificacion
e incluso por el arreglo en los azucares residuales.

Las algas también pueden ser clasificadas de acuerdo con los polisacaridos que sintetizan,
comunmente conocidos como hidrocoloides o “ficocoloides” (Holdt y Kraan, 2011). Dependiendo
del ficocoloide que posean se agrupan en productoras de alginatos presentes en las algas cafés
(alginofitas); mientras que las que producen carragenatos y agar se les conoce como carragenofitas y
agarofitas respectivamente, presentes en las algas rojas. Las algas verdes también poseen ficocoloides
complejos, entre los mas estudiados se encuentran los ulvanos (Kloareg y Quatrano, 1988; Stengel
etal, 2011).

Los alginatos se utilizan como aditivo en alimentos como estabilizadores o espesantes, y
forman parte de los ingredientes que se pueden encontrar en helados, jugos y un sinfin de productos
congelados. Estan compuestos de polimeros divididos en unidades del acido D-manurénico y L-
gulurénico o la combinacién de ambos. Por otro lado, los carragenatos poligalactanos con una mezcla
de unidades de 3,6-anhidrogalactosa y galactosa sulfatada. A nivel comercial se conocen los kappa-
carragenato, iota-carragenato y lambda-carragenato. Los dos primeros crean geles rigidos o
semirrigidos, mientras que los ultimos solo funcionan como espesantes. Estos compuestos se
encuentran en productos como salsas, gelatinas e incluso alimentos para mascotas. Las algas rojas
también producen agar, mezcla de agarosa y agaropectina, que son solubles a altas temperaturas, razén
por la cual se utilizan en productos carnicos enlatados y para la elaboracion de geles de electroforesis

(Glicksman, 1987).

1.1.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios que protegen a las algas de los rayos ultravioleta
(UV), previenen el fotodafio y funcionan como antioxidantes en presencia de radicales libres. Son
sustancias aromaticas que cuentan por los menos con un anillo de benceno ligado a uno o tres grupos
hidroxilo y se clasifican como polifenoles o fenoles de acuerdo con el nimero de unidades en su
estructura quimica. Su presencia no solo esta relacionada con la irradiancia sino también con variables
ambientales como la salinidad y nutrientes, pero también se relaciona con factores biéticos como la

edad de los talos y con el tipo de tejido. Los polifenoles de algas cafés son conocidos como florataninos,



sustancias hidrofilicas derivadas de unidades de floroglucinol con diferentes grados de polimerizacion.
Dentro de los grupos algales, las cafés son las que sintetizan mayor cantidad de polifenoles, los que les
confiere un gran potencial bioactivo (Kim et al., 2005), sin embargo, también las algas verdes y rojas

los sintetizan, aunque en menor concentracion (Jung et al., 2009).

1.1.3 Aminoécidos tipo micosporina

Los aminoacidos tipo micosporina (MAAs) son metabolitos secundarios solubles en agua. Son los
fotoprotectores mas potentes que se conocen en la naturaleza y estan relacionados con altas
intensidades de luz y radiacion UV. Tienen propiedades antioxidantes conocidas y presentan
caracteristicas osmorreguladoras en presencia de estrés ambiental (de la Coba et al., 2009; Wada et al.,
2015; Pliego-Cortés et al., 2019). Se componen de un anillo de ciclohexanona o ciclohexenimina que
esta substituido por acidos o grupos alcoholicos, se pueden diferenciar con base a la posicion de los
sustitutos en los carbonos ciclicos C3 y C1. Los MAAs contienen un grupo imina o cetona unido con
un enlace doble y la mayorfa en macroalgas son derivados imino que contienen un anillo de
ciclohexenimina unido a un aminoacido (La Barre et al., 2014).

Se ha encontrado que las rutas metabdlicas relacionadas con la produccion de micosporinas en
algas son inducidas por diferentes longitudes de onda y su sintesis y acumulacion en la naturaleza es
altamente impredecible, variando entre especies y debido a su habitat. Hasta la fecha no se conocen
parametros comunes para inducir su sintesis y en la mayoria de los casos sus contenidos son muy bajos,
principalmente en algas verdes y cafés. Solo 11 de las micosporinas conocidas pertenecen al grupo de
algas rojas (Lalegerie et al., 2019). Entre las mas abundantes se encuentran la asterina-330, palythine,
porphyra-334 y la shinorine, esta tltima presente en la mayoria de las especies de algas rojas (Huovinen
et al., 2004). Cada micosporina se diferencia por su pico de absorcion maxima (290-360 nm), su peso
molecular y su coeficiente molar de extinciéon. Los MAAs tienen diversas aplicaciones en la industria
cosmética, principalmente en la fabricacién de protectores solares, mejorando su factor de proteccion

(Hoyer et al., 2002).

1.1.4 Pigmentos

Aunque todas las algas producen clorofila a y el pigmento accesorio 3-caroteno (Gallardo, 2015), de
manera general se pueden encontrar tres clases de pigmentos: las clorofilas, los carotenoides y las

ficobiliproteinas. Los pigmentos encargados de la fotosintesis (clorofilas y carotenoides) se localizan



en un sistema de membranas en forma de vesiculas aplanadas llamadas tilacoides. Los tilacoides se
encuentran libres en el estroma, de forma individual o agrupados en dos o mas, lo que se conoce como
lamelas. En algas rojas, los tilacoides no estan agrupados y se asocian a los ficobilisomas, donde se
encuentran las ficobiliproteinas. En las algas pardas, los tilacoides se agrupan en conjuntos de tres, los
cuales pueden estar rodeados por una banda de tres tilacoides o dispuestos en una banda lamelar,
mientras que en las algas verdes como en las plantas terrestres, presentan grupos de tilacoides
interconectados que forman asociaciones compactas llamadas grana.

Los pigmentos caracteristicos de las tres divisiones principales de macroalgas se enlistan en la
Tabla 1. Las Phaecophyceae, conocidas como macroalgas cafés, se caracterizan por un color amarillento
casi negro, generado por la presencia de fucoxantina, la cual enmascara a los demas pigmentos. Las
algas verdes ademas de contener clorofila « presentan clorofila 4, y algunas especies pueden producir
carotenos y algunas xantofilas (Kraan, 2013). En algas rojas los pigmentos dominantes son las
ficobiliproteinas, principalmente la ficoeritrina, que puede llegar a niveles de hasta 1.2% del peso seco
del organismo. También contienen clorofila 4y algunos carotenoides como el B-caroteno y la luteina.
La funcién de estos pigmentos juega un papel muy importante en el crecimiento y en su capacidad
fotosintética, principalmente en términos de la eficiencia fotoquimica maxima (F,/Fy). Esto
relacionado con la habilidad de ciertos pigmentos para captar los fotones en longitudes especificas y

con esto poner en marcha la maquinaria fotosintética (Wang, 2002).

Tabla 1. Principales pigmentos en los grupos de macroalgas.

Filo Clorofilas Ficobilinas Carotenos Xantofilas

Aloficocianina, .
Rhodophyta a,d ) o R a-, B-caroteno Luteina
ficoeritrina, ficocianina

Fuco-, -viola, -diadino, -

Phaeophyceae a,c Ausente a-, B-caroteno )
hetero-xantina
Chlorophyta a,b Ausente a-, B-caroteno | Luteina, prasinoxantina
Clorofilas

Las clorofilas son pigmentos verdes liposolubles, compuestos por un anillo porfirinico o nicleo
tetrapirrolico unido a un nucleo central de magnesio con una “cola” hidrocarbonada (Fig. 1). La

clorofila z que esta presente en todas las algas tiene un papel importante en el centro de reaccioén de



los tilacoides, ya que transporta la energfa luminica a los fotosistemas donde se lleva a cabo la
fotosintesis, esta clorofila presenta su maxima absorcién en longitudes de onda de 430 y 660 nm. Ia
clorofila ¢ es exclusiva de las algas cafés marinas mientras que la 4 esta presente en macroalgas rojas
que habitan aguas profundas, y se encarga de captar ondas de la luz roja. Las clorofilas 4, ¢y d
contribuyen en la absorcién de la luz en otras longitudes de onda, contribuyendo con la clorofila 2 en
los procesos fotosintéticos. La clorofila b presenta su maxima absorcion a los 450 y 640 nm, la ¢ en
entre 447-453 nm y la d en 458 y 691 nm (Rasmussen y Morrissey, 2007)

La clorofila se descompone en derivados como la feofitina, la pirofeofitina y la feoforbida en
la ruta de transferencia de electrones del fotosistema II (PSII, por sus siglas en inglés). Estos productos
funcionan como acarreadores de electrones y presentan efectos antimutagénicos con relevancia en la
prevencion de cancer (Chernomorsky et al.,, 1999). Estos pigmentos son utilizados en la industria

alimenticia en combinacién con otros para la obtencidon de colores especificos (Eastaugh et al., 2004).

CH,

CHs

CHy

Figura 1. Estructura quimica de la clorofila a.

Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos liposolubles isoprenoides con un anillo de ciclohexano sustituido e
insaturado en cada uno de los extremos, su estructura esta formada por 40 atomos de carbono. Las
dobles ligaduras en la estructura quimica de los carotenoides son responsables de la gran variedad de
colores que van del amarillo al rojo y definen su capacidad de absorcién de luz en longitudes de onda

especificas, entre los 400 y 480 nm (Morais et al., 2000).



Los carotenoides comprenden una diversa gama de compuestos organicos que pueden encontrarse
en organismos como las algas, bacterias, hongos y hasta en organismos mas complejos como peces y
crustaceos, acumulados debido a su dieta (Schiedt, 1998; Sasso et al., 2012). Existe una gran variedad
de carotenoides algales, algunos se encuentran unicamente en algunas divisiones o clases; por lo tanto,
al igual que las clorofilas, los carotenoides pueden usarse como marcadores quimiotaxonémicos. LLos

pigmentos carotenoides se pueden dividir en:

e Xantofilas: contienen en sus anillos terminales atomos de oxigeno (Fig. 2), como la luteina (452
nm), zeaxantina (463 nm), fucoxantina (450 nm), astaxantina (490 nm). Las xantofilas son

moléculas relativamente hidrofébicas, por tanto, estan asociadas con membranas o ligadas a

proteinas especificas. Regularmente se encuentran en las membranas de los tilacoides.

Figura 2. Estructura quimica de la astaxantina.

e Carotenos: aquellos que no contienen oxigeno y se consideran hidrocarbonos puros (Fig. 3),

como el a- y B-caroteno (465 nm) (Guedes et al., 2011).

Figura 3. Estructura quimica del -caroteno.



De acuerdo con su funcidn, los carotenoides se pueden clasificar en primarios y secundarios.
Los carotenoides que participan directamente en el proceso de fotosintesis se conocen como
carotenoides primarios (xantofilas), son estructurales y componentes funcionales del aparato
fotosintético. En cambio, los carotenoides secundarios son producidos por la célula cuando se
encuentra en una condicién estresante de luz y son almacenadas en vesiculas lipidicas, tanto en el
estroma como en el citosol. En el proceso de fotosintesis, los carotenoides primarios pueden tener
varias funciones, una de ellas es la absorcién de fotones en longitudes de onda diferentes a los que
absorbe la clorofila, lo cual amplia el rango de captacion de la luz, ya que la energfa de estos fotones es
transferida a las moléculas de clorofila y posteriormente transportada a los centros de reaccién de los
fotosistemas (Goodwin, 1980).

Los carotenoides protegen a las algas de la radiacion solar, la formacion de radicales libres, y al
igual que las clorofilas pueden actuar como antioxidantes. Se ha probado que pueden reducir el riesgo
de apariciéon de algunos tipos de cancer y enfermedades degenerativas en seres humanos, ademas son
precursores de la vitamina A (Dufossé et al., 2005). Uno de los carotenoides con mayor interés
comercial es el B-caroteno, el cual es empleado como colorante o aditivo alimenticio. Se utiliza en la
industria farmacéutica y cosmética debido a los beneficios que puede aportar a la salud humana. A
pesar de que es producido de manera sintética a un menor costo, se ha demostrado que su contraparte

natural presenta una capacidad antioxidante mayor y mas eficiente (Spolaore et al., 2000).

Ficobiliproteinas

Las ficobiliproteinas son los unicos pigmentos hidrosolubles presentes en algas y aportan el color
caracteristico a las algas rojas. Se constituyen de una proteina enlazada por un enlace covalente a un
grupo prostético, llamado croméforo. La mayoria de biliproteinas son oligdbmeros formados por un
monoémero af, los cuales son cadenas de polipéptidos diferentes constituidos por residuos de entre
160 y 180 aminoacidos. Las ficobiliproteinas se dividen en cuatro grupos principales de acuerdo con
sus propiedades espectrales (Glazer etal, 19706): ficocianina, ficoeritrina, aloficocianina vy

ficoeritrocianina (Tabla 2).

Tabla 2. Coloracién de ficobiliproteinas en algas rojas. Modificado de Bryant (1982).



S ’ Maxima absorcion
Ficobiliproteinas Color

(nm)
Ficocianina Azul 555/617
Ficoeritrina Rosa 565/540
Aloficocianina Azul 618/671
Ficoeritrocianina Naranja 568/570

Las ficoeritrinas son los pigmentos principales del fotosistema II y forman parte de hasta el
50% de las proteinas hidrosolubles en algas rojas. Estas biliproteinas se agrupan en los ficobilisomas,
que se encuentran en la superficie exterior de las membranas de los tilacoides. Su funcién principal es
optimizar los procesos de captacion de la luz, al igual que algunos carotenoides (Gantt y Lipschultz,

1974). En macroalgas podemos encontrar principalmente:

e Ticocianina: presenta una coloraciéon verdeazulada. La subunidad a de esta molécula posee un
crémoforo de ficocianobilina, mientras que la 3 posee 2 cromoforos (Fig. 4). La conformacion
de esta proteina puede cambiar de acuerdo con el pH, siendo hexamérica («f)s a pH 5-6 y
trimérica (x@); en 7. La ficocianina puede clasificarse en dos tipos, C-ficocianina y R-
ficocianina, la primera y mas extendida esta presente en cianobacterias y la tltima en macroalgas

rojas (Dumay et al., 2014).

(af)s 6 PCB, 3 PEB
_PCB _PCB
“PEB

Figura 4. Estructura de la R-ficocianina. Tomada de Dumay et al. (2014).

e Ticoeritrina: esta proteina presenta complejos de conformaciéon hexamérica («f8)s pero a
diferencia de la ficocianina presenta una subunidad gama o y (Fig. 5). Es uno de los pigmentos

principales en algas rojas, pero puede encontrarse también en cianobacterias (Sun et al., 2004).
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Figura 5. Estructura de la R-ficoeritrina. Tomada de Dumay et al. (2014).

En condiciones de cultivo, la disponibilidad de nutrientes y la luz principalmente modulan el
contenido de las ficobiliproteinas. Se ha demostrado que la concentracion de cloruros y nitratos en el
medio de cultivo puede regular la produccion de ficoeritrina (Kathiresan et al., 2007). Son ampliamente
utilizadas como marcadores y tintes en técnicas de fluorescencia, esta aplicaciéon requiere una
separacion y purificaciéon costosa por cromatografia, por lo que pueden alcanzar precios de hasta 5000
dolares por gramo (Radmer, 1996). También son utilizadas como colorante en alimentos y tintes
naturales. De manera general, la ficocianina es empleada en la industria alimenticia, y la ficoeritrina es
utilizada principalmente en el rubro de la cosmética (Sekar y Chandramohan, 2008). Diversos estudios
han puesto a prueba las capacidades y propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antivirales de

estos pigmentos (O’Sullivan et al., 2011).

1.2 Estrés oxidativo y bioactividad de los compuestos macroalgales

El estrés oxidativo se presenta cuando las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
formadas por los procesos metabdlicos basicos en la célula son mayores que la cantidad de
antioxidantes disponibles en el organismo. Las ROS incluyen iones de oxigeno, peroxidos y radicales
libres, las cuales producen peroxidacion de lipidos, degradacion del acido desoxirribonucleico (DNA,
por sus siglas en inglés) y reducciéon de otras biomoléculas presentes en las algas. La formacion de
radicales libres es causado por el proceso natural de respiracion en la mitocondria, originando radicales
superéxidos (O27), oxigeno singlete ('Oy), peréxido de hidrégeno (H20O»), radicales hidréxidos (HO) y
oxido nitrico (NO). Los radicales libres provocan dafio al encontrar otra molécula y un electrén libre

para acoplarse. El electron no pareado del radical libre promueve el desacoplamiento de un electrén
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en la molécula contigua, lo cual genera un comportamiento de radical libre y genera una reaccién en
cadena.

Las ROS estan asociadas con la aparicién y desarrollo de enfermedades como cancer, diabetes,
hipertension, artritis y en procesos naturales como el envejecimiento (Liou y Storz, 2010; Davalli et al.,
2016). Por esto, el estudio y obtenciéon de compuestos antioxidantes es cada dia mas relevante, y se
promueve la utilizacién de estos en dietas 0 como suplementos. Las macroalgas destacan debido a sus
propiedades antioxidantes derivadas de la produccién de compuestos como las vitaminas, fenoles y
carotenoides. Estos metabolitos son producidos por las algas para protegerse de las condiciones
extremas y dinamicas en las que habitan. La radiacién UV es un factor estresor que promueve la
formacion de las ROS en algas, pero estas cuentan con los mecanismos para combatir los dafios
causados por la oxidacion (Freile-Pelegrin y Robledo, 2013).

La capacidad antioxidante de algunos pigmentos permite reducir los efectos negativos causados
por estos radicales libres, ya que tienen la capacidad de donar electrones (Mandal et al., 2009; Freile-
Pelegrin y Robledo, 2013). Por ejemplo, se ha encontrado que la fucoxantina tiene propiedades que
permiten contrarrestar la apariciéon de ciertos tipos de cancer y administrados en dosis unicas o
repetidas no genera algun tipo de toxicidad o alteracion. Este pigmento inclusive puede utilizarse como
agente quimioterapéutico y ser utilizado en tratamientos contra el cancer (Beppu et al., 2009). Los
carotenoides al ser pigmentos lipofilicos presentan propiedades antioxidantes debido al arreglo de sus
moléculas y su capacidad de interactuar con las membranas biologicas. Pueden disminuir la
hipertension e inclusive presentan propiedades antiinflamatorias por lo que pueden ser utilizados para
el tratamiento de enfermedades cardiovasculares ya que tienen la capacidad de regular los niveles de
colesterol y triglicéridos (Seifried et al., 2007; McNulty et al., 2008).

Pigmentos como el B-caroteno son utilizados en productos cosméticos antiarrugas por su
actividad provitamina A o la astaxantina por sus capacidades antioxidantes por encima de los
presentados por el tocoferol (Terao, 1989; Raposo et al., 2013). En el rubro de las ficobiliproteinas, la
R-ficoeritrina tiene un gran nimero de aplicaciones en las industrias alimentarias y de salud, puede ser
utilizada como agente fluorescente, antioxidante, antitumoral y antidiabético (Guillard et al., 2015). Se
ha reportado que ficobiliproteinas (ficoeritrina y ficocianina) presentes en cianobacterias presentan
actividad antioxidante zz vivo e in vitro, los que les confiere la capacidad de ser utilizadas; mediante su
purificacién; en el desarrollo de productos rejuvenecedores (Sonani et al., 2014; Punampalam et al.,
2018; Pan-utai y Iamtham, 2019). Otros pigmentos son utilizados por sus propiedades sensoriales en

alimentos como colorantes o como ingredientes por sus propiedades nutraceuticas.
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La presencia de compuestos fendlicos muestra una correlacion positiva con la actividad
antioxidante de algunas macroalgas (Huovinen et al., 2004; Kim et al., 2005). Especificamente, los
florotaninos de algas rojas y cafés presentan actividad antioxidante, la cual se correlaciona con un
efecto inhibitorio en lineas celulares cancerigenas (Narasimhan et al., 2013). También se ha observado
que estos compuestos protegen a las células expuestas a radiaciéon en tratamientos contra el cancer
(Shin et al.,, 2014). El floroglucinol encontrado en algas cafés tiene efectos supresores en células
cancerigenas, evitando la formacién de tumores (Kim et al., 2015).

Se ha observado que extractos metandlicos de algas cafés y rojas que contienen fenoles tienen
la capacidad de aminorar reacciones alérgicas en la piel y por lo tanto ser benéficos para tratar
enfermedades alérgicas como la dermatitis (Na et al., 2005). Los polifenoles de macroalgas, incluyendo
los flavonoides, acidos fenodlicos y taninos, presentan propiedades atenuantes para enfermedades
vasculares. Estos extractos han demostrado efectividad contra la diabetes en experimentos con ratones
(Lin et al., 2018). Algunos de los fenoles presentes en algas no se encuentran en plantas terrestres,
como es el caso de los florataninos.

La industria cosmética ha mostrado interés en compuestos algales como los aminoacidos tipo
micosporina debido a su alta proteccion contra los rayos UVB y UVA, convirtiéndolos en
componentes antioxidantes esenciales en la elaboraciéon de protectores solares (Losantos et al., 2017).
Adicionalmente, también algunos de los polisacaridos algales mencionados anteriormente han
demostrado propiedades bioldgicas activas de acuerdo con diversos estudios cientificos. Dentro de los
polisacaridos, los que presentan sulfatacion tienen una mayor bioactividad y por consecuencia han sido
los mas estudiados (Usman et al., 2017). Ademas, se ha demostrado que estas moléculas cuentan con
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antivirales (Rodriguez et al., 2014; Moran-Santibafiez

et al., 2010).

1.3 Importancia de las algas rojas

Las Rhodophyta se caracterizan por tener un desarrollo y evolucién que han generado un sinnimero
de modificaciones a nivel celular y morfolégico. Una de las diferencias mas relevantes, con respecto a
otras algas, es la ausencia de flagelos y centriolos a lo largo de su historia de vida, lo que pone en
desventaja la dispersion de sus gametos debido a la ausencia o restricciéon de movimiento. Por otro
lado, a diferencia de las algas verdes, la acumulacion de las sustancias de reserva (almidon floridano) se

produce en el citoplasma, no en los cloroplastos (Ragan y Gutell, 1995; Kim y Lee, 1996). Como se ha
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mencionado anteriormente, la pared de estas algas, ademas de estar compuesta por celulosa y pectina
presenta esteres polisulfaltados (Kumar y Singh, 1979). Las algas rojas son el grupo con una mayor
diversidad y abundancia de metabolitos secundarios, sumando mas de 1,500 compuestos que
comprenden una amplia gama de productos naturales (Brunet et al., 2015).

La viabilidad en cultivo de algunas especies de algas rojas ha permitido el estudio y
manipulacién de variables en cultivo para la produccion de sustancias bioactivas, lo cual ha promovido
que la industria farmacéutica y nutracéutica las catalogue como un recurso valioso. El término
nutracéutico se refiere a cualquier alimento o ingrediente alimentario con sustancias biol6gicamente
activas que benefician la salud, promoviendo una accién fisiolégica benéfica mas alla de su valor
nutritivo tradicional. Se considera nutracéutico a un nutriente natural, ya sea aislado o purificado, con
presentacion de medicamento o suplemento alimentario, en forma de polvo o tableta (Palthur et al.,
2010).

Uno de los retos para el cultivo y extraccion de algas rojas es diversificar sus aplicaciones a
todos los ambitos posibles, lo cual esta ligado al descubrimiento de nuevos productos bioactivos
(Rebours et al.,, 2014; Bux y Chisti, 2016). Por consiguiente, es de vital importancia conocer las
variables fisicoquimicas que inducen la produccién de estos metabolitos. Algunas de las variables que
pueden optimizar la produccién de estos compuestos en cultivos controlados son la irradiancia, la
calidad de luz, la temperatura, el estrés osmotico y la disponibilidad de nutrientes (Gupta y Abu-

Ghannam, 2011).

1.4 Andlisis transcriptdmico como herramienta para el conocimiento biolégico

La transcriptémica se encarga de catalogar todas las variedades de un transcrito, es decir de la molécula
del acido ribonucleico (RNA, por sus siglas en inglés) que se obtiene inmediatamente después de la
transcripcion, con el objetivo de determinar la estructura de los genes y detectar cambios en los niveles
de expresion durante el desarrollo de un sistema bioldgico expuesto a condiciones especificas (Wang
et al., 2009). De acuerdo con el dogma central de la biologia molecular, la transcripcion es el paso clave
inicial en la expresién génica, su alcance es a nivel del RNA, lo que genera una gran cantidad de
informacién de la estructura y funcién de los genes, por ende, es posible identificar mecanismos
moleculares que participan en procesos biologicos especificos (Dong y Chen, 2013).

La transcriptomica comparativa tiene el poder de revelar la informaciéon ubicua, temporal o

espacial de la expresion de los genes y puede ser explorada a través del aislamiento, clonacién y
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validacion funcional. La abundancia del RNA mensajero (mRNA, por sus siglas en inglés) refleja el
nivel de la expresiéon génica en un tiempo especifico y ademas sugiere el rol que tomara en una
determinada condicion. Los analisis transcriptomicos juegan un papel importante en la biologia
molecular ya que permiten identificar la regulacion al alza y a la baja de diferentes genes en ambientes
particulares (Tanna y Mishra, 2020). El estudio del transcriptoma es uno de los campos mas
desarrollados en la era post genémica, fundamentalmente porque refleja la dinamica de la expresion
génica, respalda la investigacion protedémica y expande el alcance de la transcriptomica (Lockart y
Winzeler, 2000).

Uno de los objetivos principales de la transcriptémica es revelar los genes expresados
diferencialmente en condiciones fisiologicas particulares o bajo variables fisicoquimicas especificas.
Para esto se han desarrollado un gran numero de tecnologias como los métodos basados en marcadores
de secuencia expresada (EST, por sus siglas en inglés), los microarreglos basados en hibridaciéon y la
secuenciaciéon de RNA (RNA-seq, por sus siglas en inglés), cominmente llamada secuenciaciéon de
proxima generacion (NGS, por sus siglas en inglés). Estas técnicas han permitido estudiar el
transcriptoma de manera mas rapida y precisa (Lashkari et al., 1997).

La conjunciéon de la bioquimica tradicional, las tecnologias de la biologfa molecular y la NGS
han permitido la observacién de eventos transcripcionales a un nivel mas preciso. Medir la expresion
génica de un organismo nos ayuda a inferir las funciones de genes no anotados previamente (Ozsolak
y Milos, 2011). Con el tiempo, los costos de secuenciaciéon han disminuido y la cantidad de genomas
secuenciados en organismos no modelo ha ido en aumento. La RNA-seq y el ensamble de novo han
permitido generar informacioén del numero y estructura de los transcritos en genomas no secuenciados,
lo que facilita posteriormente su secuenciacion (Grabherr et al., 2011).

La RNA-seq combina metodologias de secuenciaciéon de alta eficiencia con métodos
computacionales que permiten capturar y cuantificar los transcritos presentes en un extracto de RNA
(Ozsolak y Milos, 2011). Proporciona ventajas significativas respecto a otras metodologias y es
considerada como una revolucién en el analisis de transcriptomas en organismos eucariotas desde el
afio 2006. Esta tecnologia permite analizar millones de marcadores debido a su secuenciacién masiva
en paralelo, por lo tanto, es posible analizarse tanto cualitativa como cuantitativamente.

Otra de las ventajas de la RNA-seq es que no requiere conocer « priori la informaciéon genémica
del organismo. Debido a su resolucion de bases individuales, esta técnica permite disminuir el nivel de
ruido de fondo en comparacién con las tecnologias de hibridacion (Wang et al., 2009). La integracion

de los datos obtenidos de la RNA-seq en tejidos se ha utilizado para mejorar la anotacién de genes
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funcionales en organismos con alto valor comercial y también puede ser utilizada para identificar
regiones desconocidas que codifican a proteinas en secuencias genémicas ya conocidas (Li et al., 2011).

Los analisis transcriptémicos tienen una estructura definida que involucra una gran cantidad
de tecnologfas y metodologias que han sido desarrolladas y mejoradas con el tiempo (Fig. 6). Un analisis
tipico de la informacién generada requiere los siguientes pasos: (1) El control de calidad de los datos
crudos, en este paso se eliminan los marcadores de secuencia de baja calidad producidos en la
construccion de las librerias o en el proceso de secuenciacion a través de software; (2) para analisis con
genoma de referencia, se mapean millones de lecturas cortas y se determina la posicion de cada
transcrito de RNA (por ejemplo, alineacién con Tophat2,); (3) se calcula el nivel de expresion de cada
transcrito (cuantificacion); y (4) finalmente se ubica la expresion diferencial de genes (DEG, por sus
siglas en inglés) entre las muestras. Esta ubicacion de DEGs se lleva a cabo con software especializado
como Cuffdiff2, EdgeR, kallisto o Bowtie2+HTseq (Langmead et al., 2009). Finalmente, para cada
estrategia de analisis se recomienda construir un disefio experimental con base en el organismo de

interés y en los objetivos y alcance de la investigacion.

| Muestras de macroalgas |

| Extraccion total de RNA |

Eiminacitn de rRNA

| Construccion de librerias cDNA |

A
| Lineal: T7 - amplificacion de DNA | | Exponencial: PCR |

|Andlisis bioinforméticos |

l

ensamble ‘
| Secuencia referida
|

| Perfiles de expresion |

| fdentificacion de genes |

Figura 6. Método general para los analisis de transcriptomica — modificado de Beaulieu (2019).
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1.5 Descripcion de especies de estudio: Solieria filiformis y Gracilaria cornea

Solieria filiformis (Kutzing) Gabrielson es un alga roja tropical de talo carnoso, firme y resbaladizo con
apices puntiagudos (Burlot et al., 2023). Mide entre 5 y 24 cm, presenta una coloracién de rojo a rosa
(Fig. 7). Puede encontrarse adheridas a rocas, corales o en fondos arenosos entre 10 y 30 m de
profundidad. En América se distribuye desde las costas de Florida hasta el Golfo de México incluyendo
la peninsula de Yucatan, también se encuentra en el mar Mediterraneo (Littler y Littler, 2000). Es un
alga comestible que puede ser afadida a sopas u otros platillos (Pereira, 2016) y se emplea
principalmente para extracciéon de carragenatos (Aratjo et al., 2011); ademas cuenta con propiedades
antinflamatorias, anticoagulantes (Aragjo et al., 2012) y antivirales (Moran-Santibafiez et al., 2016;
Boulho etal, 2017; Pefuela etal., 2018, 2021). Recientemente se revelé su capacidad para ser
incorporada en cultivos multitréficos integrados con peces y pepinos de mar debido a su capacidad de

biofiltracion, los cual mejora su crecimiento bajo condiciones especificas (Felaco et al., 2020).

Clasificacion
Filo: Rhodophyta
Clase: Florideophyceae
Orden: Gigartinales

Familia: Solieriaceae

Figura 7. Solieria filiformis (Foto Enrique Zepeda).

Gracilaria cornea ]. Agardh es un alga de climas tropicales que alcanza hasta 50 cm de largo; su
talo cartilaginoso (usualmente entre rojo y purpura) puede ser cilindrico, ligeramente comprimido o
irregularmente articulado (Fig. 8). Se distribuye desde el Mar Caribe hasta Brasil, cominmente habitan

profundidades de 2 a 4 m, donde llegan a formar parches de hasta 4 m de diametro (Pereira, 2010).
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Sus poblaciones naturales en la costa de Yucatan han sido estudiadas por sus aspectos ecolégicos y
fisiolégicos. En diferentes trabajos (Ordufia-Rojas y Robledo, 1999; Ordufa-Rojas et al., 2002) se
observé que estas poblaciones presentan una marcada estacionalidad en su capacidad fotosintética y
bioquimica, al contrario de las que habitan en los Cayos de la Florida (Dawes et al., 1999). Se concluy6
que es factible utilizarla con propédsitos comerciales debido a su disponibilidad continua en la costa
norte de Yucatin (Ordufia-Rojas et al., 2002b). Adicionalmente ha sido estudiada como alimento y/o
en la produccién de agar (Freile-Pelegrin y Robledo, 1997; Freile-Pelegrin et al., 2002; Pereira-Pacheco
etal.,, 2007), por lo cual se ha considerado como candidata idénea para desarrollar su cultivo. Por
ultimo, se ha demostrado que los extractos de esta especie presentan actividad antioxidante,
antinflamatoria, antitumoral e inmunolégica (Zubia et al., 2007; Coura et al., 2012; Alvarez-Gémez

et al.,, 2019).

Clasificacion
Filo: Rhodophyta
Clase: Florideophyceae
Orden: Gracilariales

Familia: Gracilariaceae

Figura 8. Gracilaria cornea (Foto Enrique Zepeda).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Influencia de la luz en la sintesis de metabolitos en algas rojas

2.1.1 Irradiancia

Las algas presentan diversos patrones de absorcion de luz de acuerdo con su especie o al ambiente en
el que habitan. La irradiancia modula la mayoria de sus procesos metabdlicos y promueve la absorcion
de los nutrientes a nivel celular. La cantidad de luz en exceso puede provocar fotoinhibicién y como
consecuencia dafio en el organismo, causado por una reducciéon en la actividad de las proteinas
fotosintéticas y los mecanismos de fotoprotecciéon (Bischof y Rautenberger, 2012). El crecimiento, la
actividad fotosintética y el contenido de pigmentos de la mayoria de las algas rojas presenta una
correlacién significativa con la irradiancia y calidad de luz en el cultivo (Leukart y Liining, 1994).
Larkum y Weyrauch (1977) estudiaron el espectro de accion fotosintética del alga roja Griffithsia monilis
bajo diferentes irradiancias y demostraron que intensidades de luz bajas promovian la sintesis de
ficobiliproteinas, mientras que luz alta, la produccién de clorofila « y carotenoides; esto debido a la
saturacion de las biliproteinas por el efecto de la luz. En algunos géneros de algas rojas, como Gracilaria,
la tasa de crecimiento aumenta cuando la irradiancia se intensifica. Sin embargo, en el medio natural es
complicado encontrarla expuesta a irradiancias elevadas, salvo en la época de verano (Wedchaparn
et al.,, 2015).

La combinacién de factores ambientales tales como la irradiancia y la salinidad también inducen
la concentracion de pigmentos. Se ha demostrado que la clorofila @ y la ficoeritrina tienden a disminuir
cuando se combinan irradiancias altas y salinidades bajas en cultivos de Rhodymenia psendopalmata bajo
deficiencia de nutrientes (Pliego-Cortés et al., 2017). Otro estudio realizado con Porphyra umbicalis
demostr6 que una irradiancia de 110 pmol fotones m™ s optimizaba el crecimiento bajo un
fotoperiodo 12:12 (Green y Neefus, 2016). Por su parte, Zubia et al. (2014) observaron que al someter
a Gracilariopsis tenuifrons a dos intensidades de luz (100 y 1000 umol fotones m”s™) no presentd
diferencias en la cantidad de clorofila 4, sin embargo, encontraron un incremento de los carotenoides
en los tratamientos con intensidad de luz alta, mientras que la produccién de ficobiliproteinas aumento
en irradiancias bajas.

También se ha observado que el crecimiento y la concentracion de clorofilas y carotenoides de
G. tenuifrons mostraron un cambio en irradiancias de 1000 umol fotones m?s™'. Se observé una variaciéon

en la coloracién de los talos pasando de rojo a amarillo, lo que provocd un deterioro en los procesos
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de fotosintesis y como consecuencia en el crecimiento. En este mismo experimento se encontré que
la cantidad de B-caroteno y clorofila  disminufa al aumentar la cantidad de irradiancia. Por otro lado,
la zeaxantina se incrementé 20%, lo que puede indicar que funge como fotoprotector (Torres et al.,
2015).

Pliego-Cortés et al. (2019) encontraron que altas irradiancias incrementaban hasta en un 20%
la cantidad de compuestos fendlicos y el contenido de MAAs en R. pseudopalmata bajo acuacultura
multitréfica integrada (IMTA, por sus siglas en inglés), cinco veces mas con respecto a lo encontrado
en poblaciones naturales. En laboratorio también se observé que las irradiancias altas aumentaban el
contenido de fenoles totales y por ende la capacidad antioxidante en la misma especie (Pliego-Cortés
et al., 2017).

A pesar de que la producciéon de micosporinas tiene una importante relacion con altas
irradiancias y a la radiacién UV, constatando su papel como antioxidantes (Vega et al., 2021), realmente
no se conoce un patron que determine la sintesis de estos compuestos. Sin embargo, se ha encontrado
mayor contenido de MAAs en los meses de invierno, a menor radiacién de rayos UVB en poblaciones
naturales de algas rojas, y concentraciones bajas durante el verano (Diehl et al., 2019). Otro estudio
demostré las diferencias en la sintesis de MAAs con relacién a la cantidad de luz en cultivo (Alvarez-
Goémez et al., 2017). No obstante, no solamente la luz tiene un efecto sobre estos compuestos ya que
se ha decrito que su produccion esta regulada por la radiacion UV en combinacion con la disponibilidad

de nitrégeno inorganico (Korbee et al., 2010).

2.1.2 Calidad de luz

Las regiones de luz visible, principalmente la azul y roja, tienen un rol importante en la distribucion de
las algas marinas sublitorales. En el océano observamos una disminucion en la cantidad de luz y un
cambio significativo en su calidad a mayor profundidad, ya que los espectros de luz disponibles para
los procesos fotosintéticos no penetran a profundidades mayores. La radiaciéon fotosintéticamente
activa (PAR, por sus siglas en inglés) es el espectro de luz (400-700 nm), en su mayoria visible, que los
organismos autotrofos aprovechan para la fotosintesis. A profundidades mayores de 10 m solo penetra
el 10% de la luz verdea-azulada, necesaria para los procesos de la mayoria de los organismos
fotosintéticos y en el caso de la luz roja solo penetra alrededor del 1%.

Las algas rojas tienen la capacidad de fotosintetizar a profundidades de hasta 100 m, en

condiciones oceanicas especificas relacionadas con la disponibilidad de nutrientes y la turbidez, ya que
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tienen la habilidad de sintetizar pigmentos accesorios, como la ficoeritrina que absorbe la luz azul. Lo
anterior permite que las algas rojas puedan crecer y sobrevivir a estas profundidades, donde otros
grupos de algas no podrian (Kumar y Singh, 1979).

Godinez-Ortega et al. (2008) concluyeron que la calidad de luz en cultivo define la composicién
de pigmentos en la Rhodophyta Halymenia floresii. Ellos encontraron que la luz roja y azul inducia la
sintesis de ficobiliproteinas, mientras que la luz verde promovié el crecimiento y la apariciéon de luteina.
Por otro lado, Bonomi Barufi et al. (2015) observaron este mismo efecto en las ficobiliproteinas de
Gracilaria birdiae y en Porphyra lencosticta irradiadas con luz azul (Korbee et al., 2005).

Al comparar el efecto de la luz azul y roja en el crecimiento y sintesis pigmentaria de Porphyra
sp., se encontrd que la luz roja mejoro las tasas de crecimiento de la especie (Figueroa et al., 1995). En
cuanto a los pigmentos, los autores reportaron que no hubo diferencias significativas en la produccion
de clorofila « entre los tratamientos, y que la produccion de ficobiliproteinas fue mayor bajo luz azul.
Asimismo, Nguyen et al. (2017) observaron un mejor crecimiento de Gracilaria fisher: bajo luz roja y un
aumento en el contenido de clorofila @ con luz verde. Mientras que, Lépez-Figueroa y Niell (1989)
encontraron que la sintesis de clorofila se estimulaba con luz roja en el alga Porphyra umbilicalis.

La gama de pigmentos encontrados en los complejos de absorcion de luz y sus respectivos
arreglos en los fotosistemas regulan la eficiencia fotosintética en las algas, modulando la actividad
fotosintética en las diferentes condiciones luminicas de la columna de agua. Por ejemplo, la luz verde
produce tasas fotosintéticas mas eficientes en algas rojas, debido a que esta energfa es absorbida por
las ficobilinas en la antena del fotosistema II, desde donde es transportada eficientemente hacia los
centros de reaccion (Larkum, 2003).

Por otro lado, se ha observado que la sintesis de MAAs puede ser modulada en relacién con la
calidad de luz en el cultivo. Korbee et al. (2005) encontraron que la luz blanca, azul y verde, estimulaba
la produccion de MAAs en P. leucosticta, pero fue en luz azul donde se obtuvieron los valores mayores
y en luz roja los menores. En otro trabajo se observé el mismo patrén con luz azul y roja en la
macroalga Chondrus crispus (Franklin et al., 2001). La calidad de luz también tiene un efecto en la
produccién de polisacaridos, ya que en talos de Gelidium sesquipedale irradiados con luz azul, roja y
amarilla se observé un mayor rendimiento que en los expuestos solo a luz blanca. Ademas, se encontrd

que la luz azul promovia la sintesis de galactanos en esta alga (Carmona et al., 1998).
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2.2 Caracterizacion transcriptoémica de algas rojas bajo induccién

luminica

Los avances en las tecnologfas y la disminuciéon de los costos de secuenciaciéon han permitido la
expansion de los estudios transcriptémicos en macroalgas, permitiendo evaluar con mayor precision
las respuestas a sefiales externas en condiciones especificas. Hasta la fecha, un gran nimero de estudios
han evaluado la expresion génica en macroalgas con interés econdémico, principalmente en algas cafés.
Esta informacién aunada al estudio de los metabolitos bioactivos en y la ingenierfa genética permitiran
desarrollar técnicas y mejoras en el cultivo comercial de algas en un futuro proximo (Wu et al., 2014).

La transcriptomica en algas ha permitido elucidar la expresion génica bajo condiciones
especificas de cultivo, y el analisis de estos datos permite complementar la informacién de los
compuestos bioactivos y los genes relacionados que podrian ser utilizados como marcadores confiables
para su sintesis. Estos marcadores podrian ser diagnosticados con PCR cuantitativa (qQPCR, por sus
siglas en inglés) y servirfan como herramienta para predecir la sintesis de metabolitos en algas cultivadas
bajo condiciones especificas de luz, salinidad, temperatura, nutrientes, etc. Lo anterior optimizaria los
tiempos y costos, omitiendo la separacién y cuantificacion preliminar de estos compuestos. Los datos
generados a partir de la secuenciaciéon también pueden ser utilizados para crear filogenias, medir
seleccion natural y conocer la evolucién de genes entre especies (Dong y Chen, 2013).

En los primeros analisis transcriptomicos en algas rojas, con Gracilaria changii se realizé un perfil
del transcriptoma en talos expuestos a obscuridad y 30 umol fotones m” s (Ho et al., 2009). La
mayoria de los transcritos encontrados se relacionan con procesos de captacion de luz, fijacion del
carbono y estrés oxidativo. Un gran namero de los transcritos regulados al alza (en obscuridad) estaban
relacionados con la sintesis de la vanadio-cloroperoxidasa, tiorredoxina y el nicotinamida adenina
dinucle6tido INADH, por sus siglas en inglés) mientras que los genes regulados a la baja con proteinas
de captacién de energia luminica (LHPs, por sus siglas en inglés) y la vanadio bromoperoxidasa.

En otro trabajo, Yang et al. (2011) construyeron el primer perfil transcriptémico en el género
Pyropia donde se expusieron esporofitos y gametofitos de Pyropia yezoensis a la interaccion de
temperatura, irradiancia y nutrientes en funciéon del tiempo. Cientos de los genes ensamblados se
relacionan con funciones de tolerancia al estrés como desecacién, irradiancias altas, sintesis de
flavonoides y ROS.

El analisis transcriptomico realizado por Collén et al. (2007) con Chondrus crispus sirvid para

entender a mayor detalle los efectos del estrés abidtico en algas rojas. Se compard la expresion génica
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de emulando condiciones de estrés que experimentan en la zona intermareal, como alta luz,
temperatura y salinidad en el espacio de tiempo correspondiente a un ciclo de marea. Se identificaron
genes que codifican en condiciones extremas y marcadores para estresores especificos. Los estresores
que promovieron el mayor nimero de DEGs fueron la alta irradiancia y temperatura. La mayorfa de
los genes regulados al alza correspondian con procesos de captacion de luz, mientras que los regulados
a la baja eran codificantes en procesos de hidrolisis de aztcares. El analisis de claster sugirié que el
estrés osmotico modula la expresion génica en el medio natural en condiciones de estrés puntuales.
Por ultimo, en un articulo mas reciente, se observé que la exposicion a luz azul en la macroalga
roja Gracilariopsis lemaneiformis promovia la acumulacién de agar. La luz azul permite dirigir todos los
procesos metabolicos hacia la sintesis de metabolitos de interés agrupados en cuatro grupos:
fotosintesis, sistema antioxidante, metabolismo energético y sintesis de carbohidratos. Se encontré que
los genes que codifican para pigmentos fotosintéticos y ficobiliproteinas incrementaron de manera

importante cuando se exponia a la especie a luz azul (Zhang et al., 2022).

22



3. JUSTIFICACION

En la actualidad se han identificado aproximadamente 36,000 especies de algas, pero Gnicamente entre
10 y 20 especies son cultivadas comercialmente, en su mayorfa macroalgas. Por ende, resulta
importante la identificacion, el estudio fisiologico y la caracterizaciéon de metabolitos de un mayor
numero de especies, no solo de algas cafés que hoy en dfa son las mas estudiadas. Las algas rojas de
regiones tropicales cobran relevante importancia ya que se encuentran aclimatadas a las condiciones
locales extremas, ademas que su producciéon no compite por zonas empleadas para la agricultura. Las
macroalgas utilizadas en este trabajo son productoras de pigmentos carotenoides, ficobiliproteinas y
otros compuestos con propiedades antioxidantes importantes. Esto aunado a su relativa facilidad de
manejo en cultivo y la eficiencia en la producciéon de biomasa tanto en cultivos en laboratorio como al
exterior les confiere un potencial biotecnolégico importante.

Las macroalgas Solieria filiformis y Gracilaria cornea han sido cultivadas por nuestro grupo de
trabajo en laboratorio y sistemas IMTA al exterior con el objetivo de producir moléculas quimicas
como es el caso de polisacaridos. No se cuenta con una caracterizacion del perfil de pigmentos bajo
condiciones especificas de calidad de luz, ni de su capacidad antioxidante, conferida principalmente
por las ficobiliproteinas y otros compuestos como fenoles y aminoacidos tipo micosporinas. Estos
metabolitos son importantes para la industria nutracedtica y son utilizados en la elaboracién de
productos que tienen un alto valor en el mercado. El entendimiento de estos procesos contribuirfa a
la tecnificacién y estandarizacién de la producciéon de compuestos bioactivos. La posibilidad de
manipular la produccién de estas moléculas mediante la modulaciéon de parametros de cultivo como la
luz, las convierte en candidatas idéneas para la produccién de nutracetticos.

Con la finalidad de optimizar la respuesta fisiologica de macroalgas rojas y caracterizar los genes
que participan en la producciéon de pigmentos y otras moléculas fotoprotectoras se utiliz6 como
modelo a S. filiformis para estudiar con mayor detalle su respuesta ante la exposicion a diferentes
condiciones de luz. El analisis transcriptémico, como herramienta complementaria, nos permitira
conocer la perspectiva estructural de los genes, su expresion y dinamica especifica para la sintesis de
metabolitos. En particular para conocer como la irradiancia esta ligada con la sintesis de compuestos
de interés y como estas respuestas estan relacionadas con su expresion génica.

La identificacion de genes clave podria facilitar la creacién de marcadores confiables que,
mediante diagnéstico con qPCR, funcionen como herramientas predictivas en cultivos controlados.

Esto permitiria agilizar el proceso de sintesis de antioxidantes y el control de su produccioén al evitar
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los protocolos laboriosos, la estandarizaciéon de técnicas y el consumo considerable de tiempo
asociados con su identificacion y cuantificacion. Ademas, los datos generados a partir de la
secuenciacion de RNA de S. filiformis podrian ser utilizados en futuros trabajos para crear filogenias,
medir seleccién natural (fenotipo-ambiente) y entender la evolucion de sus genes con relacion a otras
especies de macroalgas rojas.

Finalmente, conocer estos mecanismos resulta relevante en términos de adaptacién y
mejoramiento de las condiciones de cultivo en especies productoras de metabolitos de interés, en

particular aquellas con potencial nutracéutico como . filzformis.
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4. HIPOTESIS

1. Los cambios en la calidad de luz regularan el crecimiento, la sintesis de pigmentos y la capacidad
antioxidante de Gracilaria cornea 'y Solieria filiformis en cultivos controlados en laboratorio.

2. Las irradiancias altas incrementaran la produccién de compuestos antioxidantes y el
rendimiento de la actividad fotosintética en Gracilaria cornea y Solieria filiformis bajo condiciones
de cultivo interior en un sistema controlado.

3. Las diferencias en la eficiencia fotosintética, la acumulacién de pigmentos y otros compuestos
antioxidantes en S. fi/iformis podran ser explicadas en funcién de la expresion de los genes que

participan en las rutas relacionadas con sus procesos metabolicos.

5. OBJETIVOS
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5.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la calidad de luz y la irradiancia sobre el crecimiento, la actividad fotosintética
y la produccién de metabolitos con capacidad antioxidante en las macroalgas rojas Gracilaria cornea y

Solieria filiformis en cultivos de laboratorio.

5.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la calidad de luz en el crecimiento, el perfil de pigmentos y la actividad
antioxidante en las macroalgas rojas de estudio.

2. Evaluar el efecto de la calidad de luz y la irradiancia en parametros fisiolégicos, bioquimicos y
antioxidantes como la eficiencia fotosintética, la fotosintesis maxima y la producciéon de
compuestos como pigmentos, micosporinas, compuestos fenodlicos y ficocoloides en ambas
macroalgas.

3. Identificar los cambios transcriptomicos relevantes y los genes responsivos de transduccion en
la sintesis de pigmentos y otros productos con capacidad antioxidante en S. filzformis expuesta

a diferentes condiciones experimentales de cultivo.
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6. CAPITULO I. Evaluacion del efecto de la calidad de luz en el crecimiento, el perfil
de pigmentos y la actividad antioxidante de Solieria filiformis y Gracilaria corea
(Rhodophyta)

Los resultados de este capitulo estan publicados en la revista Journal of Applied Phycology (factor de
impacto: 3.215).
DOI: 10.1007/s10811-019-02023-0

Material biolégico de Solieria filiformis y Gracilaria cornea al finalizar la exposicion a luz azul (A), roja (R),

blanca (B) y verde (V). Detalles del sistema experimental de lamparas con diferente calidad de luz.

6.1 Introduccion
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La capacidad antioxidante en las algas es el resultado de la sintesis de substancias enzimaticas y no
enzimaticas, entre ellas los fenoles y los pigmentos como carotenoides y ficobiliproteinas. Estos
compuestos tienen un gran valor en la industria nutracéutica por su actividad biolégica y su capacidad
de disminuir el estrés oxidativo (Holdt y Kraan, 2011). Las macroalgas rojas producen antioxidantes
como estrategia para sobrevivir en ambientes dinamicos y en condiciones de luz escasa (Freile-Pelegrin
y Robledo, 2013).

La luz tiene un efecto importante en la morfologfa, el arreglo de los tilacoides y el contenido
de pigmentos en las macroalgas (Figueroa et al., 1995). Por ejemplo, la calidad luminica puede modular
el crecimiento y la concentracién de ciertos pigmentos accesorios como los carotenoides. La sintesis
de ficobiliproteinas; pigmentos responsables de la absorcion del espectro azul; les confieren a las algas
rojas la habilidad para sobrevivir y desarrollarse en profundidades oceanicas (Kumar y Singh, 1979).
La presencia de estos pigmentos en los fotosistemas define su eficiencia de absorcion de luz y regula
su actividad fotosintética en la gama de calidad de luz a lo largo de la columna de agua (Larkum, 2003).

Diversos estudios han demostrado el efecto del espectro luminico en el crecimiento y el perfil
pigmentario en macroalgas rojas tropicales. La sintesis de ciertos pigmentos es promovida por la
calidad de luz, pero varfa entre especies y el ambiente en el que habitan (Lépez-Figueroa y Niell, 1989;
Bonomi Barufi et al., 2015; Nguyen et al., 2017). En la actualidad, se ha reportado que los diodos de
emision de luz (LED, por sus siglas en inglés) con espectros de luz especificos mejoran el crecimiento
de algunas especies de plantas superiores (Hogewoning et al., 2010; de Keyser et al., 2019). El uso de
LEDs ha ido incrementado debido a su eficiencia energética y a su bajo costo (Sharakshane, 2017). En
el caso particular de las macroalgas, este efecto ha sido corroborado por Kim et al. (2015), quienes
expusieron a una macroalga roja a luz LED monocromatica y a la combinacién de ciertos espectros
luminicos. Estos autores demostraron que la combinacién de luz azul y verde optimizaba las tasas de
crecimiento y la produccion de pigmentos cuando se compard con el uso de luz blanca fluorescente.

Hasta la fecha no existen estudios sobre el efecto de la calidad de luz y el uso de lamparas LED
en la actividad antioxidante de las macroalgas Solieria filiformis y Gracilaria cornea. Conocer la respuesta
que tienen estas especies al contrastar las variables mencionadas permitirfa una manipulacién mas
rigurosa en la sintesis de pigmentos y en su calidad nutracéutica bajo condiciones controladas en
cultivo. Por lo tanto, el objetivo de este estudio consistié en evaluar el efecto de la calidad de luz en el
crecimiento, el perfil de pigmentos y la actividad antioxidante de los extractos metandlicos en ambas

macroalgas bajo un esquema de cultivo en laboratorio.
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6.2 Materiales y métodos

Los talos de S. filiformis y G. cornea fueron colectados de un sistema de cultivo IMTA en la Estacion
Marina del Centro de Investigaciéon y de Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAYV) ubicada en el
Puerto de Telchac, Yucatin, México (21°2028"N, 89°18'25"O). Se midieron las condiciones
ambientales durante la cosecha de los organismos, la PAR en la superficie del tanque varié entre 630 y
680 umol fotones m™ s, la temperatura del agua oscil6 entre 23 y 26.7 °C, la salinidad fue de 36 a 38
unidades practicas de salinidad (UPS) y el pH de 8.1 a 8.2. Material vegetativo saludable fue
seleccionado, cepillado y enjuagado con agua de mar estéril al llegar al Laboratorio de Cultivo en la
Unidad de CINVESTAV Mérida.

Los talos de ambas especies fueron colocados en biorreactores de cultivo cilindricos con un
volumen de 15 LL para su aclimatacion. Se utilizé agua de mar estéril y enriquecida con medio Provasoli
y se mantuvieron en aireaciéon constante para asegurar la homogenizacion de los nutrientes y la luz de
cultivo. La irradiancia durante la aclimatacion fue de 37 + 6.4 umol fotones m” s™, la temperatura del
agua se mantuvo a 23 °C, la salinidad a 30 UPS y el pH de 8.7 = 0.12. La luz fue suministrada por
lamparas fluorescentes blancas frias y se utilizé un fotoperiodo 12:12. El tiempo de aclimatacion fue
diferente entre los experimentos, para el experimento de luz individual fue de 15 dias en ambas especies

y en el experimento de luz blanca y azul combinadas fueron 30 dias para G. cornea y 50 dias para S.

Sfiliformis.

6.2.1 Disefio experimental

S. filiformis y G. cornea fueron cultivadas en cinco diferentes calidades de luz: blanca (LB), azul (LA),
verde (LV) y roja (LR). Al terminar los experimentos de luz individual se evalud el efecto con la
combinacién de luz blanca + azul (LB+A). Todos los experimentos tuvieron una duracién de tres
semanas y se llevaron a cabo en recipientes cilindricos de polietileno con un volumen de 700 mL, los
cuales fueron colocados en un bloque de poliestireno expandido con el fin de mantener constante la
temperatura del agua de mar y evitar luz incidente entre tratamientos (Fig. 9). Se utilizaron cinco
réplicas por tratamiento para cada especie en los experimentos de luz individual y siete réplicas para el
de luz combinada. Cada unidad experimental contaba con aireacién constante suministrado desde el
fondo de los recipientes. Se utilizé agua de mar esterilizada con UV a 31 UPS y enriquecida con medio

Provasoli.

29



Figura 9. Disefio experimental para los tratamientos de luz individual (A) y combinaciéon de luz (B).
Morfologia de los especimenes utilizados en ambos experimentos (C): Gracilaria cornea (imagen
supetior) y Solieria filiformis (imagen inferior). Disefio y funcionamiento de los biorreactores embebidos
en el bloque de poliestireno para regular la temperatura y la luz (D).

La densidad inicial para cada especie se determiné con base en su morfologia, esto con el
proposito de evitar el autosombreado en los biorreactores y promover el movimiento de los talos
durante el cultivo. Como . filiformis cuenta con un morfotipo con ramificaciones mas delgadas y finas
se utiliz6 una densidad de 3 g L' por biorreactor (~2.1 g de talos apicales); mientras que para G. cornea
se inici6 el experimento con 5 g ! (~3.5 g de 4pices) debido a que presenta ramificaciones mas gruesas.
El agua de mar con nutrientes se renové cada semana, los cultivos se mantuvieron a ~22 °Cy pH de
~8.06.

La irradiancia fue de 100 umol fotones m™ s™ para el experimento de luz individual y 110 £ 5
umol fotones m” s para el ensayo con la combinacién de LB+A. En ambos experimentos se utiliz6
un ciclo obscuridad: luz de 12:12. Para el experimento monocromatico se utilizaron lamparas LED
MR16 con las siguientes caracteristicas: LB calida (400-700 nm, TecnoLite 3000 K, 3W), LA (465-470
nm, TecnoLite 3 W), LV (515-520 nm, SAGLite 3 W) y LR (625-630, SAGLite 3 W). En el ensayo con
LB+A se utilizé una relacion del 50% para cada tipo de luz, esto se logré con lamparas LED Current
Orbit IC Pro-Dual (Blanco frio 400-700 nm, 6500-10,000 K; Azul, 445-460 nm, 36 W). La aireacion

desde el fondo de los recipientes permitié que la luz instalada en la parte superior se distribuyera de
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manera homogénea en todos los tratamientos. Se verificé regularmente la irradiancia con un
irradidémetro universal (WALZ ULM-500) acoplado a un sensor microesférico (US-SQS).

Las algas se pesaron y se tomaron muestras para los analisis correspondientes cada semana a
lo largo del experimento. Las muestras para los analisis de actividad antioxidante se congelaron a -20
°C para ser procesadas en el corto plazo. Se analizé el contenido de pigmentos, la actividad antioxidante
y la relaciéon C: N en talos colectados del cultivo IMTA en la estaciéon de Telchac y en talos después
del periodo de aclimatacion. Estos valores se utilizaron como referencia y son mencionados en el

trabajo como valores iniciales y de aclimatacion, respectivamente.

6.2.2 Tasa de crecimiento

El crecimiento fue evaluado utilizando el peso semanal y se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion

(Yong et al., 2013):
TCD (%dia) = [(P/Py)*/* — 1] x 100 (Eq. 1)
donde Py corresponde al peso fresco inicial, P.es el peso fresco final y t se refiere a los dias de cultivo.

Los valores calculados fueron expresados como tasa de crecimiento diario (TCD), que corresponde al

incremento en peso fresco diario expresado en porcentaje.

6.2.3 Andlisis de pigmentos

Para evaluar los pigmentos se colectaron porciones de 100 mg de la regiéon apical y estos fueron
pulverizados con la ayuda de un mortero y pistilo en presencia de nitrégeno liquido. Se utilizé acetona
80% para la extraccion de clorofila « (Chl @) y carotenoides totales (Car); para las ficobiliproteinas:
ficoeritrina (Fe) y ficocianina (Fc) se utiliz6 un buffer de fosfato de sodio (0.1M). Todas las extracciones
se hicieron en condiciones de obscuridad. Los extractos fueron centrifugados a 3000 rpm por 15 min
a una temperatura de 10 °C y se recuper6 el sobrenadante.

Para determinar la concentracion de pigmentos, se leyo la absorciéon a 663 nm para la Chl 4,
480 y 510 nm para Car y para las ficobiliproteinas: 565 para Fe y 592, 618 y 645 nm para Fc en un
espectrofotémetro Shimadzu UV-1800 (Japon). El contenido de clorofila @ se calculé utilizando los

coeficientes de absorcion descritos por Smith y Benitez (1955), para carotenoides totales se utilizaron
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los de Parsons etal. (1984) y para ficobiliproteinas los de O’Carra (1965). La concentraciéon de
pigmentos se calcul6 utilizando las férmulas publicadas por Dawes (1998). Los datos se expresaron en

miligramos por gramo de peso seco (PS) para Chl 4, Car y Fe; y en microgramos para la Fec.

6.2.4 Andlisis de carbono y nitrégeno total

Los contenidos de carbono (C) y nitrégeno (N) se analizaron semanalmente por combustion completa
en muestras de 10 mg de peso seco para ambas especies utilizando un analizador FlashEA 1112

(Thermo, Italia).

6.2.5 Actividad antioxidante

Al finalizar el experimento (dia 21), se colectaron 500 mg de peso fresco (PF) de cada una de las
especies por tratamiento y se hizo una doble extracciéon con metanol al 100% por 48h. Se recuperé el
sobrenadante y se evaporé en un rotavapor de vacio R-205 (Buchi, Suiza), el extracto resultante se
utiliz6 para los analisis de actividad antioxidante. Los extractos fueron resuspendidos en metanol a una
concentracion de 5 mg ml." y posteriormente se determiné la capacidad antioxidante con el método
2,2-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH, por sus siglas en inglés) con algunas modificaciones para
microplaca (Brand-Williams et al., 1995).

Como método complementario se utilizé6 el protocolo con acido 2,2"-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS, por sus siglas en inglés) descrito por Arnao et al. (2001) con
modificaciones. La reaccién para el DPPH se realiz6 a temperatura ambiente (22 °C) en condiciones
de obscuridad por una hora mientras que para ABTS el tiempo fue de 10 min. La absorbancia se midi6
a 515 nm para DPPH y 734 nm para ABTS en un espectrofotometro Multiskan Go (Thermo
Scientific). Se utilizaron como controles positivos butilhidroxitolueno (BHT, por sus siglas en inglés)
y hidroxibutilanisol (BHA, por sus siglas en inglés). Los resultados de ambas técnicas se expresaron

como porcentaje de inhibicién (%AA) y se calculd utilizando la siguiente ecuaciéon matematica:
%AA = (Absctrl neg — Absmuestra)/(AbSctrl neg) x 100 (Eq. 2)

donde %AA se refiere el porcentaje de inhibicién o actividad antioxidante, Abscui neg cOrresponde a la

absorbancia del control negativo y Absmuer @ la absorbancia de la muestra.

32



6.2.6 Andlisis estadistico

Los datos de TCD, pigmentos y relacion C: N para el experimento de luz individual fueron evaluados
estadisticamente utilizando un analisis de varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés) de dos vias con
un nivel de significancia del 0.05; mientras que para el experimento de combinaciéon de LB+A y los
datos de actividad antioxidante se utilizaron ANOVAs de una via. Para evaluar la normalidad y la
igualdad de varianzas de los datos se utilizaron las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente.
Cuando se encontraron diferencias significativas entre tratamientos se utilizé la prueba a posteriori de
Tukey. Los datos se presentan con la media y la desviacion estandar de cinco (experimento individual)
o siete (LB+A) réplicas. Todos los analisis estadisticos se hicieron en el programa estadistico Jamovi

version 1.0 y las graficas se disefiaron en el paquete informatico GraphPad Prism 8.

6.3 Resultados

6.3.1 Tasa de crecimiento

El crecimiento de S. filiformis vari6 entre 3.2 £ 0.12 (LV) y 10.7 £ 0.55 (LB+A) % al dia. Se observé
un doble incremento del crecimiento en LB+A para la tercera semana si se compara con LB (control)
en el mismo periodo. De manera general, se encontré un efecto altamente significativo en el
crecimiento al interactuar la calidad de luz (FF = 34.1, p < 0.001) y el tiempo de cultivo (FF = 33.8, p <
0.001) en todos los tratamientos de luz individual. El crecimiento disminuy6 en la tercera semana en
los tratamientos de LB, LV y LR. Solo los tratamientos de LA y de combinacién LB+A mostraron un
incremento en la tasa de crecimiento (Fig. 10). El tiempo de cultivo tuvo un efecto (FF = 78.1, p <
0.001) en el crecimiento de S. filiformis, por lo tanto, las TCD mostraron diferencias significativas entre
las semanas de experimentacion, principalmente en la segunda y tercera semana. El mismo efecto (F
= 80.4, p < 0.001) fue observado en el tratamiento de LB+A.

En G. corea,1a TCD mas alta (4.3 + 0.36% dia™) se encontré en la segunda semana de cultivo
en LB+A (Fig. 10), sin embargo, no tuvo diferencia significativa (p = 0.985) con el valor obtenido en
la semana tres (4.3 + 0.39% dia™). El crecimiento mas bajo se observé en LA para las semanas uno y
dos (p = 0.749) con una TCD de 0.7 + 0.19% y 1.1 + 0.30% dia™, respectivamente. La calidad de luz
y el tiempo mostraron un efecto significativo (p < 0.001) en la TCD en G. cornea para todos los
tratamientos, inclusive se observé al evaluar la interaccion de ambas variables (F = 2.57, p = 0.031). El
crecimiento en esta alga se incrementé en los tratamientos de LA y LB+A a lo largo del tiempo de

cultivo.
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Figura 10. Tasa de crecimiento diatio de S. filformis (A) y G. cornea (B) expuestas al efecto individual
de luz (n = 5) blanca (LB), azul (LA), verde (LV), roja (LR) y a la combinacién de luz blanca + azul (n
= 7) (LB+A) durante las tres semanas de cultivo. Letras minusculas disimiles indican diferencias
significativas (prueba de Tukey p<0.05) en los tratamientos de luz individual y letras mayudsculas en
negritas denotan diferencias a lo largo del tiempo en el tratamiento combinado de LB+A. Los valores
representan la media = desviacion estandar.

6.3.2 Andlisis de pigmentos

Los valores de pigmentos mostraron diferencias significativas (ANOVA, p < 0.001) entre los
tratamientos de Soleria filiformis y Gracilaria cornea cuando fueron expuestas a diferentes espectros de luz
y al tiempo de cultivo, lo mismo se observé con el efecto combinado de estas variables. La

concentracion mas alta de Chl a en S. filiformis se encontr6 con LV en los dias 14 (2.5 £ 0.05 mg g''
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PS) y 21 (2.9 + 0.13 mg g PS). Se observé una tendencia de incremento en la Chl « a lo largo del
tiempo en el tratamiento de LV (Tabla 3).

En el caso de G. cornea, la concentracion varié entre 0.9 £ 0.03 y 1.7 £ 0.06 mg ¢ PS al dia 14
en LR y LV, respectivamente. Sin embargo, la Chl 2 no present6 diferencias en LB+A (1.7 + 0.08 mg
g' PS) al comparatlo con el valor mayor observado (V) en la semana dos ni en la primera semana
(1.6 £ 0.05 mg g' PS; p = 0.977). Durante la primera semana se incrementé el contenido de
carotenoides totales con relacion al valor inicial en el tratamiento de LB+A tanto en G. cormea como S.
filiformis, los valotes observados fueron de 0.5 + 0.00 y 0.7 + 0.10 mg g PS, respectivamente (Tabla
4). No se encontraron diferencias en la sintesis de Car al transcurrir el tiempo en el experimento de
LB+A con §. filiformis y en G. cornea se observé un decremento para el dia 21.

S. filiformis mostr6 la mayor concentracion de ficoeritrina (4.0 £ 0.08 mg g PS) durante el
experimento con LA en la segunda semana, este valor es tres veces mayor que el encontrado en los
talos sembrados (1.2 + 0.15 mg g PS). El contenido de Fe aumenté en todos los tratamientos de .S.
Sfiltformis durante la segunda semana de cultivo y disminuyé en la tercera semana, excepto en LB+A
donde se mantuvo sin cambios. En G. cornea el valor mas alto de Fe (1.4 + 0.07 mg g' PS) se observé
en LB+A en el dia 14 y se mantuvo sin cambios para la semana tres (1.3 + 0.03 mg ¢'' PS). Sin embargo,
los mayores incrementos de Fe se observaron en los tratamientos de LV (1.3 + 0.05 mg g PS) y LA
(1.2 £ 0.01 mg g PS) para el dia 21, cuatro veces mayores con tespecto el valor inicial (0.2 = 0.02 mg
g' PS).

La ficocianina en S. filiformis fue mayor en los tratamientos individuales de LB y LA (13.7 £
1.43 y 13.2 + 1.30 ug g, respectivamente) en el dia 14, incrementindose al triple si se comparan con
el valor inicial (1.7 £ 0.08 pug g' PS). En G. cornea, la mayor concentracién de Fc se encontré en LV

para la tltima semana de cultivo con un valor de 5.5 + 0.20 pg g PS (Tabla 3).

6.3.3 Andlisisde C: N

La calidad de luz no tuvo efecto (F'= 0.455, p = 0.715) en la relacion C: N en S. filiformis, sin embargo,
se encontrd un efecto (= 131.7, p < 0.001) derivado del tiempo de cultivo en el experimento de luz
individual para todos los tratamientos. Los valores mas altos de C: N se observaron en LR (8.6  0.30)
y LV (8.4 £ 0.14) (p = 1.000) para el dia siete y los mas bajos en el tratamiento de LB+A. Se encontré
una disminucién del C: N a través del tiempo en todos los tratamientos individuales de luz en . filiformis

(Tabla 3). En G. cornea, las relaciones de C: N oscilaron entre 5.0 £ 0.17 (LA en el dia siete) y 8.1 &
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Tabla 3. Composicion de pigmentos y relacion C: N de Solieria filiformis (Sf) y Gracilaria cornea (Ge) bajo el efecto individual de la calidad de luz
blanca (LLB), azul (LA), verde (V) y roja (LR) durante el experimento.

Chla(mg g*PS) Car (mg gPS) Fe (mg g'PS) Fc (ug gPS) C:N
Sf Gc Sf Gc Sf Gc Sf Gc Sf Gc
Aclimatacion 1.3+0.04 1.4 +0.11 0.4 +0.00 0.1+0.02 1.5+0.12 1.3+0.10 5.4 +0.26 4.8 +0.37 7.1+0.34 5.8+0.13
Tiempo inicial 1.6 +0.02 0.9 + 0.05 0.4 + 0.03 0.2 +0.01 1.2+0.15 0.2 +0.02 4.3+0.31 2.5+0.10 6.8+0.12 6.0 + 0.35
Dia7
LB 2.4+0.17*°  1.4+0.09% 0.5+0.058 0.4+0.01* 0.9+0.08° 0.8 +0.10¢ 4.1 +0.16° 3.5+ 0.14% 7.9+0.31° 5.3 +0.05¢
LA 1.4 +0.28° 1.1+£0.07% 02+0.02* 03+0.01° 1.1+0.15% 0.8 +£0.02¢ 4.4+0.29° 3.0 £0.09° 7.4 +0.14° 5.0+0.17¢
LV 1.6+0.18% 1.2+0.05% 0.2+0.03* 03+0.01° 1.2+0.02¢ 0.7+0.11%  4.2+0.11° 3.9+0.27¢ 8.4 +0.14° 5.0 +0.10¢
LR 1.6 + 0.05% 1.0 £0.03¢ 0.3+0.01° 0.3+0.00° 1.0+0.05® 0.7+0.06%  4.2+0.10° 3.8+0.19¢ 8.6 + 0.30? 5.7 +1.06%
Dia 14
LB 2.3+0.16 1.5+0.03° 0.5+0.09% 0.4+0.01* 3.3%0.25° 0.8+0.03%  13.7+1.43* 35+0.27% 6.1+0.22¢ 5.9+0.21°
LA 2.2 +0.05° 1.4+0.03* 0.2+008¢ 0.3+0.00° 4.0+0.08 1.1+0.11® 13.2+1.30* 3.7+0.15¢ 7.1+1.13% 5.3+0.10¢
LV 2.5 +0.05% 1.7 £ 0.062 0.3+0.03*° 04+0.000 2.3+0.15° 0.7 +£0.08% 8.7 +0.18° 3.2+0.16%  6.3+0.11 5.4+0.17¢
LR 1.8 +£0.06% 0.9 + 0.03f 0.07+£0.00° 0.2+0.00° 2.5+0.06° 0.6 + 0.06° 8.4 +0.15° 2.9+0.43° 6.2+0.10° 5.6 +0.22%
Dia 21
LB 2.4 £0.19% 1.6 £0.032 0.4+0.03* 0.3+0.00° 1.3+0.14¢ 1.1 +0.08" 4.4+0.13° 4.4+0.27° 6.0 +0.98° 7.7 £0.162
LA 1.9+0.11%¢ 1.2 +0.02% 0.2+0.00° 0.2+0.00° 2.3+0.25° 1.2+0.01®  45+0.35° 4.2 +0.25° 5.6 + 0.09¢ 7.1 +0.06°
LV 2.9+0.132 1.5+0.03° 0.3+0.01° 0.3+0.00° 1.3+0.03¢ 1.3 +£0.05% 4.3+0.19° 5.5+ 0.20? 5.8 + 0.24¢ 7.7 +0.162
LR 1.7+0.02%®  1.3+0.01¢ 0.1+0.01° 0.3+0.01° 1.2+0.06% 0.9 +0.02« 2.8+0.13¢ 4.8 £0.09° 5.6 +0.11¢ 5.3 + 0.09¢

Letras distintas indican diferencias significativas (prueba de Tukey p<0.05). Los valores simbolizan la media = DE (n = 5).

Tabla 4. Composicion de pigmentos y relacion C: N de Soleria filiformis (Sf) y Gracilaria cornea (Ge) bajo el efecto combinado de luz blanca +

azul (LB+A) durante el experimento.

Chla(mg g!PS) Car (mg g PS) Fe (mg g PS) Fc (ug g PS) C:N
Sf Gc Sf Gc Sf Gc Sf Gc Sf Gc
Tiempo inicial 2.6+0.19 1.4 +0.06 0.6 + 0.08 0.3+0.02 2.1+0.40 0.9+0.37 7.1+1.38 3.0+0.67 55+0.04 7.5+0.13
Dia7 25+0.10°8 1.6+0.05* 0.7+0.108 0.5+0.00° 2.6+0.04° 0.6=*0.06° 7.5+0.29° 24+017° 51+0.27° 7.8+0.222
Dia 14 25+0.10* 1.7+0.08* 0.7+0.02* 0.5%0.000 3.2+0.16* 1.4%0.07 9.4 +0.31? 3.9+0.162 5.1+£0.19*° 8.1+0.42%
Dia 21 2.3+0.028 1.2+0.15° 0.7+0.02°® 0.3+0.04° 3.1+0.17* 1.3+0.03% 85+0.72% 36+0.19° 52+0.07* 7.9+0.83

Letras distintas indican diferencias significativas entre el tiempo de cultivo (prueba de Tukey p<0.05). Los valores simbolizan la media = DE (n = 7).
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0.42 (LB+A en el dia 14). Se observé que tanto la calidad de luz, el tiempo (p < 0.001), y su interaccion
(F=24.3, p<0.001) tuvieron un efecto en el C: N en esta especie. Ademas, la relaciéon C:N increment6

en la mayoria de los tratamientos monocromaticos para la semana tres excepto en LR.

6.3.4 Actividad antioxidante

Se encontraron diferencias significativas (p < 0.001) en la actividad antioxidante de los extractos
metanodlicos de S. filiformis y G. cornea entre los tratamientos de luz individual con el método ABTS, sin
embargo, solo se observaron diferencias en los resultados de DPPH en . fi/iformis (Tabla 5). En todos
los tratamientos para ambas especies se observaron valores mayores de inhibicién con el método ABTS
que con el DPPH. Los valores mas altos de actividad antioxidante para S. filzformis se obtuvieron en el
tratamiento con LB, por otro lado, no hubo diferencias (p = 0.309) entre los tratamientos al utilizar
DPPH en G. cornea. Todos los tratamientos de luz individual en esta especie tuvieron valores de %0AA
mas altos que los valores iniciales de ambos métodos antioxidantes. Se observé los mismo en S. filiformis
cuando los talos fueron expuestos a LB. Por ultimo, el mayor incremento en la actividad antioxidante

de G. cornea se encontré con el método ABTS en el experimento de LB+A.

Tabla 5. Capacidad antioxidante de Soleria filiformis y Gracilaria cornea presentada como porcentaje (%o)
de inhibicién con DPPH y ABTS tras el efecto individual de la calidad de luz (blanca, LB; azul, LA;
verde, LV; roja, LR) y la combinacion de luz blanca + azul (LB+A) en el dia 21 de experimentacion.

S. filiformis G. cornea
DPPH ABTS DPPH ABTS

Aclimatacion 375+ 3.62 67.4 £ 253 50.8 £5.45 76.7£3.14
Tiempo inicial  38.3 +5.86 72.4+0.71 36.5+1.65 55.6 £ 0.71
LB 56.5+5.092 79.2+3.022 51.4+2872 59.1+3.41b

LA 17.9+0.35¢ 42.6+3.72° 46.1+2.76% 72.9+2.15?2

LV 39.0+5.49® 63.3+4.88*> 445+5522 77.6+2.112

LR 28.9+4.92b¢  58.9+0.93" 49.4+4.262 71.9+4.742
Tiempo inicial 52.2+1.77 77.3+0.25 255+ 0.72 41.9+1.94
LB+A 40.5 £ 2.96 64.2+2.73 39.6 £ 2.52 62.4 + 3.07

Extractos metandlicos (5 mg mL1). Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (prueba de
Tukey p<0.05). Los valores simbolizan la media + DE (n = 5). Control positivo DPPH: 1 mg mL' BHT (77.3 + 0.35% de
inhibicién) y 0.4 mg mL-' BHA (71.9 £ 0.77% de inhibicién). Control positivo ABTS: 0.25 mg mL-' BHA (82.6 + 0.28%
de inhibicién).

6.4 Discusion

La calidad de luz y el tiempo en cultivo tuvieron un efecto en el crecimiento y en la sintesis de

pigmentos en las macroalgas rojas S. filiformis y G. cornea. La exposicion a espectros de luz promovio
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patrones diferentes de actividad antioxidante en los extractos metanélicos de las especies estudiadas.
La mayoria de las respuestas observadas en ambos experimentos estan relacionadas con el habitat
donde estas algas pueden ser encontradas. L.a TCD, la fotosintesis y el contenido de pigmentos estan
relacionados con la calidad de luz utilizada en cultivo o a la que se exponen en el medio natural, esta
relacion se ha demostrado en diversas algas rojas (Leukart y Liining, 1994). Es importante mencionar
que el experimento combinado con LB+A fue propuesto después de realizar el de luz individual, ya
que se observé un incremento en el crecimiento con LB y en la sintesis de ficobiliproteinas con la
exposicion a LA. Por lo tanto, se consideré importante evaluar el efecto combinado en ambas especies.

La TCD maxima observada en S. filiformis fue del doble que la encontrada en G. cornea en el
tratamiento de LB+A. Durante este experimento la TCD en S. filiformis fue ~50% mas alta que en el
control (LB). En diversos trabajos se ha observado que el crecimiento tiende a aumentar con luz blanca
en rodofitas como Porphyra lencosticta (Korbee et al., 2005), Gracilaria tikvahiae (Kim et al., 2015),
Gracilaria birdiae (Bonomi Barufi et al., 2015) y Gracilaria sp (Beer y Levy, 1983). Otros autores han
encontrado una respuesta similar al utilizar luz LED en Pyropia haitanensis (Wu, 2016), con luz blanca y
azul en Gracilaria fisheri Nguyen et al., 2017) y con blanca a 55 umol fotones m” s™ en Palmaria palmata
(Parjikolaei et al., 2013).

Los valores maximos de TCD encontrados en S. fi/iformis fueron mayores que en la mayoria de
los estudios mencionados, sin embargo, en G. commea fueron similares o inclusive menores a otras
especies de Gracilaria. Recientemente, Pefiuela et al. (2018) encontraron una TCD similar en cultivos
IMTA de S. filiformis. Por otro lado, se ha encontrado que la luz azul disminuye el crecimiento en algas
rojas (Godinez-Ortega et al., 2008), esto debido a que la actividad fotosintética decrece, lo que se
traduce en una baja eficiencia en el transporte de electrones dentro de los fotosistemas (Liining y Dring,
1985).

En la tercera semana de cultivo, se observé una disminucion en el crecimiento de S. filiformis
en el experimento de luz individual, posiblemente debido al agotamiento de los nutrientes en el medio;
sin embargo, este comportamiento no se observé en el tratamiento con LA ni en el experimento de
luz combinada (LB+A). Los patrones de crecimiento se mantuvieron estables a través del tiempo en
los experimentos con G. cornea. La tasa de crecimiento de S. filiformis en LR fue similar que, en la primera
semana para LB, probablemente debido a las caracteristicas de la luz blanca calida utilizada, ya que
emite una mayor proporcion de luz en el espectro rojo.

Ademas, se ha reportado que el crecimiento en términos del contenido de carbono tiende a

incrementar con luz roja (Figueroa etal, 1995). Es importante enfatizar que la turbulencia, los
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nutrientes, la calidad de luz e irradiancia a la que fueron expuestas ambas especies son muy diferentes
a las del ambiente en que se desarrollan en el medio natural. Estas algas viven adheridas al sustrato,
donde la luz disponible es principalmente azulosa-verdosa y la irradiancia puede ser inclusive menor
que la utilizada en los experimentos (~100 pmol fotones m™s™).

La concentraciéon de pigmentos en S. filiformis tue mayor que en G. cornea: ~41% mas Chl 4,
~37% mas Car, ~64% mas Fe y ~66% mas Fc. La sintesis de Chl 2 aumento respecto al valor inicial
en condiciones de LV en ambas especies, un 4~8 y ~52% en S. filiformis y G. cornea, respectivamente.
El mismo efecto se ha reportado en algas rojas del género Gracilaria al utilizar luz LED (Bonomi Barufi
etal, 2015; Kim etal, 2015). Godinez-Ortega etal. (2008) encontraron también una mayor
produccién de Chl @ y Car al exponer a Halymenia floresii a condiciones de luz verde.

La produccion de Car en las dos algas fue mayor en el tratamiento con LB, para S. filiformis
hubo un aumento del ~37% y para G. cornea del ~49% al compararlas con el valor de inicio. Este
incremento con LB podria ser una respuesta de autoproteccion a un espectro de luz especifico o
inclusive para optimizar la captura de fotones y promover el crecimiento algal (Andersson et al., 2000).
Resultaria interesante realizar un analisis de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, por sus siglas
en inglés) para identificar los carotenoides presentes en ambas algas y explicar con mayor detalle algin
comportamiento de fotoproteccion.

Por otro lado, el efecto de la calidad de luz en la sintesis de carotenoides se ha reportado en
pocas algas rojas y en algunos casos, no se han encontrado diferencias en la produccién de Car al
exponerlas a distintos espectros de luz (Kim et al., 2015; Wu, 2016; Nguyen et al., 2017). La Fe y la Fc
tuvieron el mayor incremento (~74%) en S. filiformis en los tratamientos con LA para el dia 14. La
mayoria de los autores mencionados con anterioridad encontraron una respuesta similar con la
exposicion a luz azul en la sintesis de ficobiliproteinas.

Se ha demostrado que la luz azul promueve la producciéon de compuestos nitrogenados en
algas debido a una disminucién en la densidad del flujo de fotones en el espectro de absorcion en la
ficoeritrina (Figueroa et al., 1995). Sin embargo, con el experimento de G. cornea se observé una mayor
sintesis de Fe y Fc con el tratamiento de LV. Este mismo efecto fue encontrado por Lopez-Figueroa
y Niell (1989) en la especie Porphyra umbilicalis y donde se aprecia un incremento en las ficobiliproteinas
con LA y LV en G. birdiae (Bonomi Barufi et al., 2015) y P. /leucosticta (T'sekos et al., 2002) . Esta
tendencia en la sintesis de ficobiliproteinas se explica debido a que las algas rojas necesitan mejorar su
absorcion energética para transferir esta energfa a las moléculas de clorofila @ y poder compensar la

ausencia de longitudes de onda distintas a las absorbidas por las clorofilas.
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Ademas, se observo un incremento significativo en las ficobiliproteinas de . filiformis en la
semana dos, seguido de un decremento para la siguiente semana en los experimentos de luz individual.
Este desempefio se relaciona a la falta de nutrientes discutida con anterioridad, ya que se observé la
misma tendencia en el crecimiento y la relacion C: N en los tejidos de S. filiformis. Los resultados en G.
cormea mostraron un incremento en el contenido de ficobiliproteinas para la tercera semana en la
mayoria de los tratamientos, excepto de Fe con la exposiciéon a LA.

La composicion de pigmentos en estas especies esta muy relacionada con su habitat, las algas
rojas sublitorales producen grandes cantidades de ficobiliproteinas para optimizar la absorcion de la
luz azul, la cual prevalece en zonas profundas. Aunado a lo anterior, esta el hecho de que cada especie
ha desarrollado caracteristicas especificas de captacion de luz relacionadas con su morfologfa y al
arreglo de sus sistemas fotosintéticos; esto se ha demostrado con algas sublitorales (Larkum et al.,
1967; Leukart y Luning, 1994).

En general, el contenido de pigmentos determinado en este trabajo fue mayor en S. filiformis,
lo que podtia estar relacionado con las condiciones iniciales de cultivo, su historia de luz previa y a la
especie en si. Sin embargo, los mayores incrementos cuando se comparan con el valor inicial fueron
con G. cornea. Las concentraciones de Chl a y Car en §. filiformis fueron mayores en un ~71 y ~34%
que las reportadas por Godinez-Ortega et al. (2008) en H. floresii. Los valores de Fe encontrados en
este trabajo fueron mayores en un ~61% que los reportados por Nguyen et al. (2017) en G. fisheri y
por Lopez-Figueroa y Niell (1989) en Porphyra umbilicalis. Es importante remarcar que en estos trabajos
se evaluo el efecto de la calidad de luz en cultivo, pero con irradiancias menores (20 y 80 umol fotones
m™s") y en petiodos de tiempo distintos (40 dias y 6 h).

Ordufa-Rojas et al. (2002a) y Dawes et al. (1999) encontraron valores menores de Fe en talos
de G. cornea recolectados en la costa de Yucatan y en los cayos de Florida, respectivamente. Por otro
lado, la concentracién de carotenoides observada en este trabajo fue muy similar a la reportada en P.
haitanensis por (Wu, 2016). Con los datos anteriores se puede concluir que, si el objetivo es inducir a la
sintesis de pigmentos como carotenoides y/o ficobiliproteinas en S. filiformis, lo mas conveniente es
cosechar el material en la primera semana del cultivo, mientras que para optimizar la sintesis de Chl
serfa en la segunda semana bajo las condiciones utilizadas en este trabajo. El mayor incremento en las
ficobiliproteinas se encontré en la semana tres con la especie G. cormea en condiciones de luz individual.
La combinacién de LB+A no tuvo un efecto positivo en la produccion de pigmentos en ninguna de

las algas estudiadas.
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La relacion C: N se mantuvo constante a lo largo del cultivo en el experimento combinado de
LB+A. El mayor incremento en S. filiformis se observo en el dia 7 con LR y LV. S. filiformis presento
un decremento al dfa 14 en el experimento de luz individual. G. cormmea present6 el mayor incremento
en C: N (~27%) para el dia 21 cuando se expuso a condiciones de LB y LV. Tsekos et al. (2002)
reportaron valores mayores de carbono y nitrégeno con LB, debido posiblemente a que contiene todos
los espectros de luz. Ademas, Figueroa et al. (1995) mencionan una mayor incorporacion del nitrégeno
en la produccién de pigmentos, aminoacidos y proteinas solubles utilizando luz azul. Un gran nimero
de estudios que han evaluado la relacion de C: N en experimentos de calidad de luz encontraron valores
superiores con luz roja. Korbee et al. (2005) y (Figueroa et al. (1995) encontraron un decremento en el
C: N alo largo del tiempo de cultivo en Porphyra, alos 7 y 30 dias, respectivamente.

Finalmente, se encontré que lo extractos metanolicos de Gracilaria cornea presentaron mayor
actividad antioxidante que los cultivos de S. fi/iformis en condiciones de luz individual. Sin embargo, los
mayores incrementos se encontraron en los tratamientos con LB y LB+A para §. filiformis y G. cornea,
respectivamente. Esta respuesta puede explicarse debido al estrés provocado por el aumento de
radiacién en los experimentos (~100 umol fotones m” s” comparado con el petiodo de aclimatacioén
(~37 umol fotones m~s™). Collén y Davison (1999) han reportado que una respuesta comun al estrés
es la produccién de compuestos antioxidantes y Noctor et al. (2016) mencionan que estos cambios
son indicadores de la activacion de especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo.

En un trabajo reciente, Le et al. (2018) encontraron en un trabajo reciente, una mayor actividad
antioxidante (método DPPH) en los extractos de ulvanos en la macroalga verde Ulva pertusa al exponer
a LA. Estos autores proponen que la luz azul puede regular la sintesis de polisacaridos, relacionando
la alta actividad antioxidante con la presencia de un gran contenido de sulfatos. Para este experimento,
los valores de actividad antioxidante fueron ~79% mayores con la técnica de ABTS que con el
protocolo de DPPH. Esa diferencia puede deberse a la complejidad de las reacciones, la cinética, los
tiempos del protocolo y los productos contenidos en los extractos metanodlicos, de acuerdo con lo
propuesto por Rice-Evans et al. (1997). Aunado a lo anterior, Ozgen et al. (2006) observaron que el
método DPPH es mas eficiente cuando los antioxidantes o extractos evaluados tienen mayor
solubilidad en solventes organicos.

Kumar et al. (2008) y Souza et al. (2011) encontraron valores similares de %0AA con el método
DPPH en extractos metandlicos de Kappaphycus alvarezii (~58%), G. birdiae (~55%) y G. cornea a los
encontrados en este estudio con S. filiformisy G. cornea. Por el contrario, estas algas rojas mostraron una

mayor actividad antioxidante que en Rhodymenia pseudopalmata (~15% AA en 1 mg mL") por Pliego-
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Cortés et al. (2017), Gracilaria edulis (~5.20% AA en 1 mg mL") por Ganesan et al. (2008) y Acantophora
spicifera (~20% AA en 2 mg mL") por Zakaria et al. (2011), todos mediante el protocolo DPPH. Sin
embargo, Fayaz et al. (2005) reportaron una inhibiciéon de ~80% en extractos metanolicos a una
concentracion de 1 mg ml." en K. alvarezi.

Souza et al. (2012) encontraron ~65% de %AA al evaluar los polisacaridos de G. birdiae a una
concentracion de 2 mg ml"' y Sousa etal. (2016) reportaron una actividad de ~90% en los
polisacaridos sulfatados (4 mg mL") de S. filiformis usando el método DPPH. Es relevante enfatizar
que las macroalgas citadas en estos trabajos son colectadas del medio natural, no son organismos
sometidos a condiciones de cultivo.

La capacidad antioxidante de las algas rojas utilizadas para este trabajo podria estar relacionada
con los grupos fendlicos presentes en las muestras. Jimenez-Escrig et al. (2001) encontraron una
correlacién significativa entre el nivel de inhibicién en DPPH vy la cantidad de compuestos fendlicos
en las algas. Esto indicarfa que la mayor contribucién en la actividad antioxidante proviene de los
polifenoles y derivados fendlicos como los aminoacidos tipo micosporina (Devi et al., 2008) y en un
menor grado de los antioxidantes hidrofilicos (ficobiliproteinas) e hidrofébicos (carotenoides) (Chew
et al., 2008). Por dltimo, el porcentaje de inhibicion fue mayor en los controles positivos (BHT y BHA)

que en los extractos metandlicos analizados.

6.5 Conclusiones

La calidad de luz puede promover la sintesis de ciertos pigmentos y otros compuestos en las algas rojas
tropicales S. filiformis y G. cornea. Los resultados derivados de los experimentos donde se probaron
distintas coloraciones de luz indicaron que el tiempo 6ptimo de cosecha en términos de biomasa en
ambas algas corresponde a la primera semana de cultivo, excepto si se utiliza LA. El experimento con
luz combinada LB+A indic6 que este tiempo corresponde a la tercera semana para S. filiformis y la
segunda para G. cornea. Los datos obtenidos en este apartado podrian servir de guia para optimizar el
uso de estas algas comestibles como productos nutraceuticos, debido principalmente a la capacidad
antioxidante encontrada en los extractos metanodlicos. Para complementar la informacioén obtenida en
términos de su entendimiento fisiologico, es recomendable complementar con evaluaciones

fisiolégicas y fotosintéticas en las diferentes calidades de luz.

A manera de conclusiones generales del capitulo:
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La LB optimizé la capacidad de inhibicién antioxidante en los extractos metanodlicos de S.

filtformis y la sintesis de Car en ambas algas.
La LV increment? la sintesis de Chl z en . filiformis y la produccion de la Fe y Fc en G. cornea.
La LA optimizé la producciéon de Fe y Fe en S. filiformis.

La combinacién LB+A promovié el crecimiento en ambas especies y la actividad antioxidante
de los extractos metandlicos de G. cornea.

La macroalga S. filiformis alcanz6 valores mayores de TDC y concentracion de pigmentos que
G. cornea, sin embargo, esta ultima mostré un incremento superior en los pigmentos y la
capacidad antioxidante en relacién con los valores iniciales obtenidos en el periodo de

aclimatacion.
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7. CAPITULO II. Evaluacion del efecto de la irradiancia y la calidad de luz en
los parametros fisioldgicos, bioquimicos y antioxidantes de Gracilaria cornea

y Solieria filiformis

C100 L350 L700

A |

Sistema de biorreactores para experimentos de irradiancia, detalle de los talos en movimiento.
Diferencias en la morfologia de Solieria filiformis al finalizar el experimento en luz baja y alta comparada
con el control. Detalle de los apices de Solieria filiformis.

*Parte de los resultados de este capitulo estan en formato de articulo cientifico para ser enviados a la revista Journal of Applied Phycology (factor de impacto:

3.215). Physiology and production of antioxidant compounds of Gracilaria cornea (Rhodophyta) by light modulation in controlled systems.
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7.1 Introduccién

La luz del sol es absorbida de manera eficiente en la superficie del mar, provocando que esta sea
atenuada rapidamente a través de la profundidad del océano. Solo el 45% de la energia solar penetra a
1 m de profundidad y a 100 m alcanza unicamente el 1%, y no solo se atenua la irradiancia, sino que
se absorben las distintas longitudes de onda. El infrarrojo y el rojo lejano, arriba de los 700 nm, solo
penetran a profundidades entre 5 y 6 m, mientras que, la radiacién UV es absorbida rapidamente en la
columna de agua. No obstante, la radiacion UV-B puede penetrar y regular procesos de algunos
organismos en los primeros 5 m de profundidad.

Las regiones del espectro electromagnético de la luz en los extremos son las que se atentan
mas rapidamente, las longitudes largas son absorbidas primero, siendo la region verde y azul las que
logran penetrar a mayor profundidad, inclusive hasta los 200 m en el caso de la azul. Las macroalgas
se desarrollan en la regiéon conocida como zona foética, alrededor de los 130 m de profundidad, donde
se encuentra la mayor disponibilidad de la luz para la fotosintesis (Smith y Tyler, 19706; Bischof et al.,
2006; Webb, 2021).

La irradiancia y la calidad de luz, cruciales para desencadenar las respuestas fotosintéticas en
algas, son factores que no varfan paralelamente en el medio natural. Ambas variables, aunque son
reguladas principalmente por la profundidad dependen de otros factores como la turbidez o las
particulas suspendidas. Ademas, los cambios en la irradiancia estan regulados por la duracién del dia,
el fotoperiodo, y dan lugar a procesos metabdlicos especificos en las algas. Es importante recalcar que
estos cambios dependen de la interaccién de un gran nimero de variables ambientales. Por ejemplo,
irradiancias altas vienen acompanadas de un aumento en la temperatura, condiciones comunes para las
macroalgas expuestas durante la marea baja. También existen factores que interactuan de manera
secuencial en el tiempo, tal es el caso de la limitacion del nitrégeno en algas rojas que puede promover
el consumo de las ficobiliproteinas y en consecuencia reducir la capacidad de captacion de luz (Hurd
et al., 2014).

La irradiancia regula un gran nimero de procesos metabodlicos en las algas principalmente
aquellos relacionados con los procesos de fotosintesis. Estos organismos cuentan con una capacidad
limitada para aceptar energfa, ya que la captacion de los fotones es modulada por su aparato
fotosintético y responde a la especie o grupo algal al que pertenecen. De manera general, las macroalgas
expuestas a condiciones limitantes de luz tienden a incrementar sus antenas, aumentando su perfil de

pigmentos. Esto les permite eficientizar los procesos de absorcion energética, sin embargo, estas
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estrategias requieren de una gran inversién energética. Por lo anterior, cuando un organismo que
permanece en irradiancias altas es expuesto a intensidades de luz bajas es probable que conlleve a lo
que se conoce como “crisis energética”.

En el caso contrario, las macroalgas que permanecen en altas irradiancias tienden a reducir sus
antenas para evitar riesgos por sobre excitacion en los procesos fotosintéticos (Falkowski y LLaRoche,
1991). Una cantidad de luz saturante puede provocar fotoinhibiciéon en los centros de reacciéon y
generar un dafio en los organismos como consecuencia de la formacion de especies oxidantes. Estos
compuestos reducen la actividad de proteinas fotosintéticas encargadas de algunos procesos de
fotoproteccion (Bischof y Rautenberger, 2012).

La fotosintesis también es influenciada por los cambios en la composicién espectral regulada
no solo por la profundidad sino también por los cambios climaticos acontecidos a lo largo del dfa o
por ciclos estacionales. Como ya se ha mencionado, estas condiciones pueden mediar su
fotomorfogénesis y el perfil de los pigmentos asociados a sus fotosistemas (Hurd et al., 2014). A pesar
de que la calidad de luz juega un papel importante en los procesos metabolicos algales, la irradiancia
tiene un mayor efecto en la zonacion a lo largo de la columna de agua. Inclusive a pesar de que, en un
gran nimero de zonas, las algas rojas prevalecen y crecen en mayor proporcion en profundidades, no
necesariamente son el grupo algal dominante a mayor profundidad. Se ha demostrado que la cantidad
de pigmentos tiene un mayor efecto en la capacidad fotosintética a irradiancias bajas encontradas en
profundidades mayores a 50 m, que los pigmentos como las ficobiliproteinas (Littler et al., 1985).

El crecimiento, la actividad fotosintética, el contenido de pigmentos y la sintesis de otros
metabolitos en algas rojas guarda una correlacion significativa con la irradiancia y la calidad de luz en
cultivo (Leukart y Liining, 1994). Por ejemplo, las ficobiliproteinas suelen aparecer en condiciones de
luz azul mientras que los carotenoides, debido a su capacidad fotoprotectora, se originan bajo
irradiancias altas. .o mismo sucede con los aminoacidos tipo micosporina (MAAs) y los polifenoles,
que tienden a sintetizarse con la exposicion a luz especifica o en condiciones estresantes (Pliego-Cortés
etal.,, 2019). Desde el 2005, Korbee et al. (2005) hablaban sobre el efecto de la luz azul en la
acumulaciéon de compuestos nitrogenados, el cual se atribufa a un fotorreceptor no fotosintético
relacionado con la sintesis de MAAs.

La gama de pigmentos encontrados en los complejos de absorcién de luz y sus respectivos
arreglos en los fotosistemas definen su eficiencia fotosintética, modulando su actividad con base en el
espectro de luz disponible en la columna de agua (Larkum, 2003). La calidad de luz también tiene un

efecto en la produccién de polisacaridos. Carmona et al. (1998) observaron un mayor rendimiento de
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agar en los talos de Gelidium sesquipedale irradiados con luz azul, roja y amarilla que aquellos expuestos
a luz blanca. Ademas, encontraron que la luz azul promueve la sintesis de galactanos en esta especie.

Los pigmentos, MAAs y polisacaridos como el carragenato han demostrado capacidad
antioxidante, por ejemplo, algunos carotenoides permiten reducir los efectos negativos causados por
radicales libres por su habilidad para donar electrones (Freile-Pelegrin y Robledo, 2013). Polifenoles
como los florataninos han mostrado correlacién positiva con la actividad antioxidante presente en
algunas macroalgas rojas (Kim et al., 2005). De la Coba et al. (2009) reportaron el gran potencial de los
MAAs como fotoprotectores debido a su capacidad antioxidante y su proteccion contra la radiacion
UV. Ademas, se ha encontrado que los MAAs imino de Gracilaria presentan actividad antioxidante 7
vitro (Torres et al., 2018).

La industria cosmética ha mostrado interés en productos antioxidantes derivados de algas
como es el caso de los aminoacidos tipo micosporina, ya que exhiben una proteccion eficiente contra
los rayos UVB y UVA, convirtiéndolos en ingredientes esenciales en la elaboraciéon de protectores
solares (Losantos et al., 2017). Estos compuestos presentan una remarcada estabilidad térmica y
luminica, y no producen elementos oxidantes después de la absorciéon UV. Los MAAs han mostrado
propiedades antiinflamatorias y proteccion del colageno y elastina presentes en la piel (Vega et al.,
2021). Por ultimo, diversos estudios han probado que polisacaridos algales sulfatados como los
carragenatos exhiben propiedades bioldgicas activas (Aradjo et al., 2012; Coura et al., 2012; Pefiuela
et al., 2021; Pliego-Cortés et al., 2022).

De acuerdo con lo anterior se disefi6 el experimento descrito a continuacion, el cual tiene como
objetivo describir los cambios a nivel fisiolégico, bioquimico y antioxidante en los talos de G. cornea y
S. filiformis irradiados con diferentes irradiancias. Ademas, con base en los resultados de la actividad
antioxidante de los extractos metanolicos del capitulo anterior se propuso cuantificar algunos de los
metabolitos que participan en el entramado antioxidante de estas algas. Esto para complementar la
informacién recabada hasta la fecha y fortalecer su posible utilizaciéon en la industria farmacéutica y

cosmética.

7.2 Materiales y métodos

Los talos de G. cormea fueron colectados el dia 21 de octubre de 2020 y los de S. filifornzis el 4 de mayo
de 2021 en la Estacién Marina Telchac del CINVESTAV (21°20°28” N, 89°18°25” O) donde se

cultivan en tanques al exterior de 1000 L cubiertos con malla sombra, recambio constante de agua y
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aireacioén continua. Las algas se encontraban a una salinidad de 32-34 UPS, temperatura de 28-32 °C e
irradiancia de ~500-1300 pumol fotones m™ s en la supetficie de la columna de agua. El material
biolégico fue transportado al laboratorio de cultivo de CINVESTAV Mérida, donde se enjuagd con
agua marina estéril y cepillado para eliminar epifitos.

Posteriormente las algas fueron fragmentadas en talos de aproximadamente 3 g, haciendo
cortes finos en la regién apical. Se mantuvieron a una salinidad de 30 UPS, temperatura de 21.5 = 0.23
°C, luz blanca a irradiancia de 111.0 + 22.04 umol fotones m™ s (luz baja) y un fotoperiodo de 12:12
en biorreactores cilindricos de acrilico con un volumen de 15 L. con aireacién contintia suministrada
desde el fondo del recipiente. Los organismos bajo estas condiciones de aclimatacién se consideraron
control (C100) en el experimento. La irradiancia en el periodo de mantenimiento fue suministrada por
lamparas de color blanco Current Orbit IC Pro Duel LED (Blanca frfa 400-700 nm, 6500-10,000 K).

El espectro de absorcion de las lamparas se midié utilizando un fluorémetro sumergible de
pulsos de amplitud modulada Diving Pam II (Walz, Alemania) acoplado con un espectrémetro
miniatura Hamamatsu (3.25 cm de didmetro). En la Fig. 11 se muestra la radiacién espectral de las
lamparas, los valores fueron normalizados en una escala de 0 a 1 tomando como referencia el valor
correspondiente al pico maximo. Cada semana se renovo el agua marina (filtrada y esterilizada) sin
adicion de nutrientes. El tiempo de aclimatacion fue de nueve dias para G. cormea y 28 dias para S.
filiformis, hasta que el valor de eficiencia fotoquimica maxima (F,/Fy) permanecié estable con valores
entre 0.5 y 0.6 (Fig. 12). La metodologia de medicién y captura del F,/Fy se detalla adelante en el

apartado de “Fisiologfa algal”.

7.2.1 Disefio experimental

Los talos fueron colocados en los recipientes ya descritos a una densidad de cultivo de ~5 g L. (aprox.
70 g por biorreactor). Los cilindros transparentes fueron cubiertos con papel aluminio para evitar la
luz incidente entre tratamientos y para concentrar la luz y alcanzar las irradiancias utilizadas (Fig. 13).
El disefio experimental se dividi6 en dos irradiancias: luz media de 325.1 £ 20.24 (I.350) y luz alta de
646.3 + 22.89 (1.700) umol fotones m™ s™, las cuales fueron medidas con el irradiémetro descrito en
el capitulo anterior. La duracion del experimento fue de 14 dias para ambas macroalgas. En la primera
semana se utilizé luz blanca fria (+B) proporcionada por las lamparas descritas previamente. Este
periodo inicial se considerd como la fase de aclimatacion en los organismos a las irradiancias de estudio,
mayores que las utilizadas para su mantenimiento (C100). En la segunda semana experimental se utilizé

una combinaciéon de luz blanca y azul (+A) como en el capitulo I (Fig. 11), debido que en ese
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experimento se observo que la luz azul promovi6 la sintesis de ficobiliproteinas (Tabla 3 en capitulo

.
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Figura 11. Espectros de absorcion de las lamparas utilizadas en el experimento. Luz blanca fria LED
400-700 nm, 6500-10000 K utilizada en el periodo de mantenimiento (A), luz azul LED 445-460 nm
(B) y combinaciéon de luz blanca y azul utilizada durante el experimento (C). La relacién espectral fue
medida utilizando un Diving PAM II con un micro espectrometro Hamamatsu (Walz, Alemania).
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Figura 12. Eficiencia fotoquimica maxima en el periodo de mantenimiento (control) a una irradiancia

de 100 umol fotones m? s™ en Gracilaria cornea (A) y Solieria filiformis (B).

Figura 13. Montaje experimental para el sistema de biorreactores utilizado en los ensayos con

diferentes condiciones de luz del capitulo II. La luz es suministrada a lo largo del cilindro transparente.

La temperatura y la salinidad fueron medidas diariamente; se mantuvieron en 21.7 £ 1.28 °C'y
31.7 + 0.89 UPS en el experimento con G. corneay en 24.1 £ 1.44 °Cy 30.5 + 1.49 UPS para S. filiformis.
El agua de mar estéril con nutrientes (Provasoli) fue renovada cada semana con el objetivo de evitar
contaminacion con epifitos y a la vez evitar deficiencia de nitrégeno en el tejido algal. Los epifitos se
eliminaron a lo largo del experimento con un cepillo de cerdas suaves en caso de que se detectaran. Se

cosecharon talos de G. cornea y S. filiformis en el dia 7 y 14, los cuales se enjuagaron con agua destilada
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para eliminar sales, se pesaron y congelaron o liofilizaron para analisis posteriores. Al iniciar el
experimento se tomo biomasa y se realizaron los mismos analisis, a esta condicién previamente descrita
se le denominé control (C100). Se utilizaron cuatro réplicas para las cinco condiciones de luz (Fig. 14):
C100 (Tiempo O — TO - mantenimiento), 1.350+B y L700+B (Tiempo 1 — T1, aclimataciéon a
irradiancias), L350+ A y L700+A (Tiempo 2 — T2, fase experimental).

Timpo mantenimiento (T0)

Punto de ~100 pmol fotones m? s* @

cosecha 1 (28 dias)
€100 (CONTROL)

ada Luz alta
Punto de ~350 umol fotones m? s1 ~700 pmol fotones mZ s SEMANA 1
cosecha 2 (L350+B) (L700+B) ) Tlempo
aclimatacién (T1)
Y Y
Punto de ~350 pmol fotones m?2 s ~700 pmol fotones m? s Si::;NA 2 R
cosecha 3 (L350+A) (L700+A) po o
experimento (T2)

Figura 14. Disefio experimental de Gracilaria cornea y Solieria filiformis con los cinco tratamientos
experimentales: C100, L350+B, L700+B, L350+A, L700+A. Puntos de cosecha 0, 1 y 2 corresponden
a los dfas 0, 7 y 14, cuando se muestrearon los talos para los analisis bioquimicos.

7.2.2 Fisiologia algal

La tasa de crecimiento diario (TCD) se calcul6 utilizando las férmulas presentadas en el capitulo
anterior. Se determiné la actividad fotosintética mediante la fluorescencia de la clorofila 4 del
fotosistema 11 (PS IT) en términos de eficiencia fotoquimica maxima (F,/Fn) utilizando un fluorémetro
portatil (PEA Hansatech, UK) acoplado a un clip que permitia colocar la muestra. La F,/Fy, se evalué
como un indicativo de la “salud” del cultivo, mientras este valor se mantuviera constante o no
presentara una disminuciéon abrupta a lo largo del tiempo, los organismos se encontraban con las

condiciones idéneas para el experimento. Los talos fueron medidos 30 min después al periodo de luz
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cuando se encontraban en obscuridad total. Posteriormente se les incidié luz 100% roja saturante a
3000 umol fotones m™” s por 0.1 s con una fuente de luz acoplada al PEA. El valor de F,/Fx se midi6
en cinco talos del material en aclimatacion (C100) y en cada una de las réplicas de los tratamientos en
los dfas 7 y 14 del experimento.

Previo a las mediciones puntuales de Fra y al inicio del experimento se construyeron curvas
fotosintesis-irradiancia con el objetivo de seleccionar las intensidades de luz para el experimento y
conocer la respuesta de ambas especies a la exposicién luminica en diferentes irradiancias. Para esto,
se evalu6 el material inicial de ambas especies (T0, ~100 umol fotones m” s™) mediante la incubacién
en obscuridad (10 min) de los talos para cuantificar la produccién de oxigeno a lo largo de un gradiente
de irradiancia (petiodos de 5-6 min entre 25-1500 umol fotones m™ s™) en fragmentos de la region
apical de entre 100 y 200 mg cortados una hora antes de la medicion.

Al finalizar con el gradiente de luz, las muestras permanecieron nuevamente en obscuridad por
10 min para medir la respiracion post iluminacion. Esto se llevé a cabo en un electrodo polarografico,
el cual cuenta con un electrodo de oxigeno tipo Clark conectado a un sistema de respirometria (DW3-
Oxygraph Hansatech, UK) y los datos fueron colectados a través del software Oxyview™. Este sistema
utiliza una lampara Hansatech (LH36/2R LED) para iluminar la cimara respirométrica, donde se
colocaron los talos en ~15 mL de agua de mar estéril a temperatura constante. Se agregd bicarbonato
de sodio (NaHCOs, 4.5 uM) al medio para eliminar la limitacién por carbono.

La fotosintesis maxima (Fiay), la pendiente inicial (@), la respiracién en obscuridad (RO), la
respiracion en luz (RL) y el indice de luz saturante (Ei) se determinaron utilizando las curvas fotosintesis
- irradiancia (P-I) de acuerdo con lo descrito por Vasquez-Elizondo y Enriquez (2016). La Fiu, ROy
RL se normalizaron con base en el peso fresco y se expresaron en umol O g PF' h', mientras que el
Ei se expresé en umol fotones m™ sy @ como umol O, g PF' h' (umol fotones m?s™)".

Con base en los resultados de la curva P-I del periodo de aclimatacion (C100) en S. filiformis se
propusieron las irradiancias para el experimento en ambas algas, la irradiancia nombrada como L350
(~350 umol fotones m” s') corresponde a la intensidad de luz donde se observé una inflexién en la
curva P-I mientras que 1.700 (~700 umol fotones m™ s™) es el doble de esti irradiancia y el primer
punto en la curva donde se observé saturacion (Fig. 15). Como referencia y comparacion se hicieron
las curvas P-I para el tratamiento de luz alta durante la semana de aclimatacién (T1 (+B), ~700 umol
fotones m? s™) en las dos especies.

La irradiancia juega un papel importante en los procesos fotosintéticos de las algas, por lo

mismo se evalué la produccion de oxigeno en el tejido algal fresco de G. cornea 'y S. filiformis. Con esto,
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se obtuvo un descriptor adicional para poder explicar la respuesta fisiologica de los organismos. Por
motivos de tiempo, solo se midieron los valores de Fra v RL en una irradiancia puntual (donde se
observo el Fua en las curvas P-1): 648 umol fotones m™ s para los organismos del tratamiento 1.350

y 944 umol fotones m? s para 1.700. Estas mediciones se hicieron en el dia 7 y 14 del experimento.

7.2.3 Andlisis de pigmentos

La clorofila a, carotenoides totales y ficobiliproteinas (ficoeritrina y ficoeritrocianina) fueron extraidos
y cuantificados siguiendo el protocolo descrito en el capitulo 1. Los datos de concentraciéon de
pigmentos se exptresaron como pg g PS'. Los carotenoides totales fueron cuantificados
espectrofotométricamente como primer indicativo de la produccién de pigmentos accesorios. Ademas,
se cuantificaron las ficobiliproteinas, siendo estos pigmentos caracteristicos de las algas rojas, con el
objetivo de observar la respuesta de ambas algas bajo diferentes irradiancias.

El arreglo de los ficobilisomas en algas rojas es un indicativo de la fisiologfa en algas rojas, su
estructura en conjunto con su morfologia nos ayuda a entender las tacticas utilizadas por estos
organismos con relacion a sus procesos fotosintéticos. Por ello se calcularon las relaciones de Chl #/Fe
en cada una de las condiciones experimentales. Por otro lado, con el propésito de contar con un
indicativo inicial de las diferencias en la concentraciéon de pigmentos entre los tratamientos
experimentales, se leyeron las absorbancias del extracto utilizado para cuantificar la concentracion de
pigmentos. Para esto, se realizé un barrido espectrofotométrico de 400 a 700 nm en el extracto
acetonico y en el buffer de fosfatos para cada uno de los tratamientos.

Con el objetivo de identificar los pigmentos que participan en los procesos de fotoproteccion
o captacion de luz durante el experimento y para complementar la informacién en términos del perfil
pigmentario se realizaron analisis en HPLC. Por lo tanto, para la identificacién y cuantificacion de los
carotenoides en HPLC, las muestras previamente liofilizadas fueron extraidas con una mezcla de
acetona 75% y acido acético 0.5% a una concentracion de 80 mg PS m1.". Los extractos fueron puestos
en un sonicador con hielo por cinco minutos y posteriormente en agitaciéon a 700 rpm a temperatura
ambiente (20 °C) por una hora. Posteriormente se centrifugé a 1000 rpm por 10 minutos y el
sobrenadante se colocd en un vial para HPLC (Prior et al., 2010).

El analisis se realizé en un UHPLC Dionex UltiMate™ 3000 (Thermo Scientific™) con un
protocolo de HPLC modificado de Silkina et al. (2009). Los carotenoides se separaron con una

columna NUCLEODUR 100-5 C18ec (250 x 4.6 mm, 5 um; Macherey-Nagel) unida a una columna
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de guardia. Se inyectaron 100 pLL de los extractos en una corrida de 40 min por muestra. El flujo fue
de 1.4 mL min™y se utiliz6 el gradiente de solventes descrito en la Tabla 6. Para la deteccion de los
pigmentos se utilizé un detector de arreglo de diodos (DAD-3000) y se leyo a longitudes de onda de
410, 430, 440 y 450 nm, siendo la de 440 donde se detectaron los mayores picos de absorcion.

La identificacion y cuantificaciéon de cada pigmento carotenoide se basé en la comparacion

espectral y tiempos utilizando estandares comerciales de: astaxantina (Atx), luteina (Lut), a-caroteno

(o-car) (Sigma Aldrich, EUA) y B-caroteno (B-car), zeaxantina (Zxt) (DHI, Dinamarca). Los datos
fueron expresados en pg ¢ PS™y se colectaron utilizando el software Dionex Chromeleon 7.2.10

(Thermo Scientific).

Tabla 6. Gradiente de solventes en HPLC para analisis de pigmentos. (A) acetato de amonio (175 g

L"), (B) metanol, (C) acetonitrilo, (D) acetato de etilo.

Tiempo (min) %A %B %C %D
0.000 13.0 51.0 36.0 0.0
30.000 60.5 8.5 31.0 58.4
30.000 13.0 51.0 36.0 0.0
40.000 13.0 51.0 36.0 0.0

7.2.4 Contenidode Cy N

El nitrégeno (N) participa en la producciéon de proteinas en el tejido y es considerado un recurso
limitante en el cultivo algal. Evaluar los valores de N en los talos nos permite relacionarlo con la sintesis
de biliproteinas y micosporinas. El contenido de carbono (C) y nitrégeno (N) se cuantificd y analizo
mediante combustiéon completa en muestras de 10 mg de peso seco utilizando un analizador FlashEA

1112 (Thermo, Italia).

7.2.5 Anédlisis de fenoles

Los polifenoles son un elemento clave de la capacidad antioxidante en extractos metandlicos en algas,
port lo tanto, su cuantificaciéon afilade una pieza mas para el entendimiento de la actividad bioactiva en
estas especies. Para la determinacion de fenoles totales se tomaron 2 g PF' de alga, se efectuaron
extracciones con metanol 100% durante 24 horas, se recuperd el sobrenadante y se llevé a cabo una
segunda extraccion por otras 24 h. Posteriormente los extractos fueron secados utilizando un

rotavapor con vacio (Buchi, Suiza) y resuspendidos en metanol 100% a 5 mg mL".
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Los polifenoles totales fueron cuantificados con el ensayo de Folin-Ciocalteu adaptado para
microplacas (Zhang et al., 2006). Se tomaron 20 ul del extracto, se agregaron 100 pl. del reactivo
Folin-Ciocalteu y 80 pl. de carbonato de calcio (Na2COs) al 7.5%. Finalmente se agit6 con ayuda del
vortex, posteriormente se colocé en obscuridad por dos horas y se leyo a 750 nm en el
espectrofotémetro para microplacas Multiskan GO UV/Vis (Thermo Fischer Scientific, USA).
Previamente se prepar6 una curva de calibracion entre 6.25 y 100 ug mI™" de floroglucinol con la que
se calculd la concentracion en las muestras. El contenido total de fenoles (CTF) fue expresado como

miliequivalentes de floroglucinol.

7.2.6 Capacidad antioxidante

Diversos estudios han relacionado la capacidad antioxidante de algas con la producciéon de
ficobiliproteinas y polifenoles. La evaluacién de los extractos algales en conjunto con los resultados de
los metabolitos mencionados nos da una visiéon general de la capacidad que tienen las algas de estudio
para contrarrestar el efecto del proceso de oxidaciéon provocado principalmente por procesos de estrés.

La actividad antioxidante de los extractos metanolicos y buffer de fosfatos (utilizados para el
analisis de fenoles y ficobiliproteinas, respectivamente) se determiné utilizando tres metodologfas:
DPPH (Zubia et al., 2009) modificado por Fukumoto y Mazza (2000) y Turkmen et al. (2007), ABTS
(Arnao et al.,, 2001) con algunas modificaciones y el ensayo de poder reductivo antioxidante del ion
térrico o FRAP por sus siglas en inglés (Kenny et al., 2015); todas adaptadas para placas de 96 pocillos
y leidas en el espectro utilizado para fenoles. Fueron utilizadas tres metodologias ya que cada una
responde a los diferentes compuestos y reacciones quimicas en los extractos crudos, lo cual amplia el
panorama en términos de la respuesta antioxidante.

Para el DPPH se prepard una solucion 0.25 mM del reactivo y se disolvid en metanol 100%.
De esta preparacion, se tomaron 180 pL y se mezclaron con 20 pl. de la muestra. La placa se mantuvo
en obscuridad total durante una hora y se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 515 nm. Para
el ABTS se prepar6 una soluciéon 7mM del reactivo, se tomaron 200 L y se afladieron 20 pL de la
muestra. La reaccioén se dejo reposar por 10 min en obscuridad y se leyé a 734 nm. La actividad
antioxidante de DPPH y ABTS se calcul6 utilizando la formula descrita en el capitulo I y los resultados
se expresaron como porcentaje de inhibicion.

Para el protocolo de FRAP se prepar6 una solucién con buffer de acetato 300 mM, cloruro

térrico 20 mM y TPTZ 10 Mm, a la que se le denominé como “solucién FRAP”. Para cuantificar las
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muestras se prepar6 una curva utilizando Trolox, con valores que iban de [0 a 480]. La reaccion se
llevé a cabo tomando 25 pl. de la muestra y se mezclé con 175 plL de la solucién FRAP. Se utilizo
metanol y agua destilada como blanco. La placa se mantuvo a 37 °C en un bafio marfa por 40 minutos
y posteriormente se ley6é a 593 nm. Los valores se expresaron en miliequivalentes de Trolox. Como
control negativo se utilizé6 metanol y BHA y BHT como controles positivos. Para complementar, se
evalu6 la actividad antioxidante en estandares comerciales de Chl # (BioChemika), R-Ficoeritrina y C-

Ficocianina (Sigma Aldrich) con los tres protocolos descritos.

7.2.7 Andlisis de micosporinas

Los aminoacidos tipo micosporina son considerados los antioxidantes naturales mds potentes
conocidos, su sintesis en algas rojas esta relacionada con la irradiancia y disposicion de nutrientes en el
medio, principalmente del nitrégeno. Estos metabolitos son un indicativo importante del potencial
antioxidante en especies de algas y no se han caracterizado hasta la fecha en el alga S. filiformis. Por lo
tanto, se consider6 importante realizar un analisis exploratorio y generar informacion adyacente para
explicar los resultados en su conjunto.

Los analisis de MAAs se realizaron en el Laboratorio de Biotecnologia y Quimica Marina de la
Universidad de Bretafna Sur (Campus Tohannic), Francia. Para la extraccién de micosporinas se
tomaron entre 150-200 mg de alga seca liofilizada (n = 2) y se le anadi6 etanol 70% (1.5-2 mL). Las
muestras se agitaron con vortex y se colocaron en un agitador a 700 RPM por dos horas a 45°C
(Bedoux et al., 2020). El extracto se centrifugé a 12,000 RPM por 10 min, se recuperd el sobrenadante
y se evapord en un concentrador Duo miVac (Genevac Limited, Reino Unido) a 40 °C y una presioén
de 28 mbar. Las muestras secas fueron almacenadas a -20 °C para su andlisis posterior. El material fue
resuspendido en agua filtrada Milli-Q), metanol al 5% y acido acético 0.1% a una concentracion de 100
mg ml.", se agit6 y centrifugd nuevamente a 12,000 RPM por 10 min (Hardouin et al., 2022).

El sobrenadante fue recuperado y se colocéd en un vial para ser analizado en un UHPLC Dionex
UltiMate™ 3000 (Thermo Scientific™) equipado con un detector con arreglo de diodos (DAD-3000).
Se utiliz6 una columna de fase inversa NUCLEODUR 100-5 Cis (250 x 4.6 mm, 5 um; Macherey-
Nagel) acoplada a una precolumna. Para el analisis se inyectaron 20 pL. del extracto con un flujo de 0.5
ml. min™ en una corrida de 40 min por muestra, donde en la fase mévil se utilizaron agua Milli-Q con
0.1% de acido acético y metanol 100% (Tabla 7). Los MAAs fueron detectadas a 320, 330, 334, 360

nm y los datos recolectados con el software Dionex Chromeleon 7.2.10 (Thermo Scientific).
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Finalmente, los picos individuales fueron identificados con base en el maximo de absorcion y el tiempo
de retencién (Rt) en la longitud de onda de 334 nm de acuerdo con la literatura disponible (Lalegerie

et al,, 2019). Los datos fueron normalizados y expresados en mUA 100 mg PS™ de alga.

Tabla 7. Gradiente de solventes en HPLC para analisis de micosporinas. (A) agua Milli-Q con acido

acético 1%, (B) metanol 100%.

Tiempo (min) %A %B
0.000 97.5 25
22.000 97.5 25
27.000 20.0 80.0
30.000 20.0 80.0
32.000 97.5 25

7.2.8 Andlisis quimico de polisacaridos

Los polisacaridos de algas han exhibido actividad bioactiva en diferentes niveles, destacando
principalmente sus propiedades antioxidantes y antivirales. Las algas rojas producen los ficocoloides
agar y carragenato bajo condiciones particulares con el objetivo de lidiar con el estrés ambiental. Los
agares de algunas especies de Gracilaria combinados con otros compuestos muestran capacidad
antioxidante (Rodriguez-Félix etal.,, 2018; Roy y Rhim, 2019). Soleria filiformis puede sintetizar
polisacaridos sulfatados que segun diversos estudios presentan una actividad significativa y mayor que
en otras especies (Sousa et al., 2016; Pefiuela et al., 2021). El estudio de estos carbohidratos complejos
permite no solo entender mas acerca de la capacidad antioxidante en especies algales, sino comprender
los mecanismos que han desarrollado estos organismos para sobrevivir en su habitat.

Para la extraccién de agar nativo (G. cormea) y carragenato (S. filiformis) se utiliz6 la técnica
asistida por microondas (MAE, por sus siglas en inglés) descritas por Freile-Pelegrin y Robledo (1997),
Vazquez-Delfin etal. (2014) y Boulho etal. (2017). Se tom6 1 g de alga seca molida de cada
tratamiento, se hidraté en agua destilada a temperatura ambiente y se colocd en un vaso de reaccion
hermético (OMNI/Xpress-1500) para prevenir la perdida de muestra y agua. En el proceso de
extraccion se utilizé un sistema de microondas con reaccion acelerada (MARS 800W, CEM, Matthews,
NC, USA) a 100 °C para el agar y 105 °C para carragenato por 20 min. Las condiciones de temperatura
y presion (159 kPa) se monitorearon durante el proceso de extraccion.

Al terminar, el extracto de agar se vacié en un filtro Sartorious Mini a través de un embudo de
plastico, se recuperd, gelifico a temperatura ambiente y congeld por 24 h. En el caso del carragenato,

al recuperarse el filtrado este se mantuvo a 66 °C, se ajusté el pH (8.5-8.6) y se le afiadieron 50 mL de
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Cetavlon 2% para precipitar el ficocoloide y filtrar por gravedad. Se le anadieron tres fracciones de
12.6 mlL de etanol 95% saturado con acetato de sodio. Posteriormente se descongel6 el agar y el
carragenato a temperatura ambiente, se drend el agua en la muestra y el material obtenido se sec6 en
estufa a 60 °C durante un dfa. Finalmente se coloc6 en desecador, se pesé después de una hora y se
calcul6 el rendimiento (%) tomando como referencia el peso obtenido y el inicial.

Se analiz6 la 3,6 anhidrogalactosa (3,6 AG) y el contenido de sulfatos (SO4?) en los extractos
de agar y carragenato con el procedimiento descrito por Matsuhiro y Zanlungo (1983) y Jackson y
McCandless (1978), respectivamente. Para el analisis de 3,6 AG se pesaron 7.5 mg del polisacarido
correspondiente, los cuales se aforaron en 50 mL de agua destilada, se tomaron 2 mL, se le afadieron
0.5 mL de Timol/etanol 5% y 5 mL de cloruro de fierro/4cido clorhidrico 0.5%. Inmediatamente
después de calenté a 80 °C en un bafio con temperatura controlada por 13 min, luego se enfri6
utilizando hielo y se diluyé con 10 mL de etanol para ser leido a 635 nm. Para determinar la
concentracion de 3,6 AG se construyé una curva de calibracién con agarosa y se utilizé como control
agar de Gracilaria.

En el caso del andlisis de SO47 se utilizaron 5 mg del ficocoloide, se le agregd 1 mI. de HCI IN
y se calent6 por 12 h a 105 °C en un bloque de calentamiento. Después se le agregaron 10 mL de agua
desionizada, se filtré con papel Whatman 1.2 um y se tomo una alicuota de 1.1 mL para el andlisis. A
esta alicuota se le afadieron 1.2 mL. de TCA 8% y 0.6 mL de reactivo de agarosa 0.01%, la mezcla se
dejo reposando por 35 min, se agitd y se leyo en el espectrofotémetro a 500 nm. Para el calculo de los
sulfatos se construyo6 una curva de calibracion utilizando una solucion patron de K,SO, y como control
se us6 agar de la marca Hispanagar (4.7% de sulfatos). La concentracién de 3,6 AG y de SO,” se

expreso en porcentaje.

7.2.9 Andlisis estadistico

Los datos fisiolégicos y bioquimicos se presentan como la media £ desviacion estandar (n = 4), excepto
en los resultados de F,/Fn, polisaciridos y MAAs que cortesponden a cinco, cuatro y dos replicas,
respectivamente. Se utiliz6 ANOVA de dos vias para analizar el efecto de la irradiancia y la calidad de
luz (tiempo) en las variables dependientes que cumplieron con los supuestos de normalidad, en caso
contrario se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Las pruebas de homogeneidad de
varianzas (Levene) y de normalidad (Shapiro-Wilk) se realizaron previo a los analisis; se aplicaron

transformaciones Log10 cuando fueron necesarias.
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Las diferencias significativas entre tratamientos se analizaron utilizando la prueba a posteriori de
Tukey (p < 0.05). Para comparar los descriptores fotosintéticos en las curvas P-I en las algas
aclimatadas a luz baja (C100) y alta (I.700) se utiliz6 la prueba t de Student. Se hicieron correlaciones
de Pearson entre la capacidad antioxidante y los metabolitos analizados y entre las variables fisiologicas
y los pigmentos. Todas las pruebas y analisis estadisticos se hicieron con el programa estadistico Jamovi

version 2.0 y las graficas se disenaron utilizando GraphPad Prism 8 (Apéndice 1).

7.3 Resultados

7.3.1 Fisiologia algal

Los resultados muestran que no hubo diferencias significativas en la tasa de crecimiento diario (TCD)
entre los tratamientos de luz en las algas evaluadas. En este experimento, la TCD en G. cornea presento
valores entre 1.6-2.2% dia™ y para S. filiformis de 2.1-4.2% dia™.

Las curvas P-I (Fig. 15) se construyeron utilizando regiones apicales de talos de G. cormea y S.
filiformis, los cuales fueron expuestos a dos condiciones de luz: C100 — control (~100 umol fotones m’
?s7) y luz alta blanca — 1.700+B (~700 umol fotones m™ s, aclimatacién) a partir de un gradiente de
irradiancia. Los valores de fotosintesis neta se distanciaron significativamente entre las especies
estudiadas y las irradiancias probadas; sin embargo, con luz alta (L700) se alcanzaron resultados

supetiores en S. filiformis, y con luz baja (C100) en G. cornea.
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Figura 15. Curvas P-1 de Solieria filiformis y Gracilaria cornea en la condicion inicial (control — 100 umol
fotones m” s™) e irradiancia de 700 umol fotones m” s (.700+B) en periodo de aclimatacién. Los
valores simbolizan la media = EE.
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En la Tabla 8 se presentan los valores de respiraciéon en obscuridad (RO), alfa o eficiencia
fotosintética (@) que corresponde a la pendiente inicial antes de la saturacién, fotosintesis maxima
(Famax), irradiancia de saturacion (Ei) y respiracion en luz (RL) para ambas algas. En el caso de G. cornea,
se observé que la irradiancia no tuvo un efecto significativo en los resultados de RO (p = 0.894) y Ei
(p = 0.181). Del mismo modo, en S. filiformis, la irradiancia no mostré un efecto significativo en los
valores de & (p = 0.590). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) en los valores
de @, Frnuwy RL en G. cornea (disminucion con luz alta) y en RO, Fray, Exy RL en S. filiformis (aumento
con luz alta).

Como se puede observar en la Fig. 16, la eficiencia fotoquimica maxima (F,/Fn) no present6
diferencias significativas durante el periodo experimental en G. cornea. Por otro lado, se observé un
efecto significativo de la irradiancia (p < 0.001, n*> = 0.461) sobre los valores de F./Fuwen S. filiformis.
La mayoria de los tratamientos presentaron una disminucién de este indicador al comparar con los
valores medidos en el control (C100), excepto en L.350+B para la semana de aclimatacion.

La irradiancia tuvo un efecto en los valores de Fr. (Fig. 16) evaluados puntualmente durante
la fase de experimentacién en G. comea (p = 0.007, n* = 0.108) y 5. filiformis (p < 0.001, n*= 0.520). En
1.350 el valor de F. aumento para la segunda semana de cultivo para G. cornea, lo mismo se observo
para S. filiformis bajo la misma irradiancia con adicion de luz azul. En 1.700 se observé una disminucion
en Frapara ambas especies. El valor mas alto de Fra en S. filiformis fue encontrado en L700+B, incluso
mayor al valor inicial o control. Los resultados de RL presentados en la Tabla 9 fueron modulados por
la interaccion de la irradiancia y la calidad de luz tanto en G. comea (p = 0.021, n* = 0.321) como en S.
Siliformis (p = 0.032, n* = 0.320). La RL disminuyé en el tiempo con respecto a C100 para G. cormea,
excepto L.700+A donde no hubo cambios. En §. filiformis se observé un incremento con luz alta (1.700)
en la semana de aclimatacion, sin embargo, para la segunda semana disminuyé al mismo nivel que los

calculado para el tratamiento control.
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Tabla 8. Descriptores fotosintéticos obtenidos a partir de las curvas P-1 en los talos de Gracilaria cornea (Ge) y Solieria filiformis (Sf) expuestas a
la irradiancia control (C100) en TO y luz blanca a 700 umol fotones m™ s™ (1.700, aclimatacién) en T1. RO: respiracion en obscuridad (antes

de la primera irradiancia); a: pendiente inicial; Fra: fotosintesis maxima; Ei: irradiancia de saturacién; RL (respiracion en luz, post curva de
irradiancia).

Tratamiento RO a (umol O, g PF* h'Y/ umol Frmax Ex RL
luz (umol O, g PF! h?) fotones m?s?) (umol O, g PF! h?) (umol fotones m2s?) (umol O, g PF* hY)
Gc Sf Gc Sf Gc Sf Gc Sf Gc Sf
C100 -70+x0.75 -50+0.76 0.16+0.017* 0.17+0.006 27.2+3.32* 47.0+2.29 167.7+2286 287.3%x521 -10.2 + 0.29* -7.0+£1.19
L700 -6.9+0.30 -11.7+1.27* 0.09+0.003 0.16 +0.016 19.0 + 1.60 65.0 + 0.84* 208.5+10.78 376.3 +19.84* -6.7 +1.20 -13.9+1.12*

Superindice * denota diferencias significativas. Los valores simbolizan la media £ DE (n = 4).

Tabla 9. Resultados de respiracion medida después de la exposicion de luz en los talos de Gracilaria cornea y Solieria filiformis en los

tratamientos a lo largo del tiempo de cultivo. RL: respiracién post luz.

RL (umol O, g PF! h?)
G. cornea S. filiformis

Semana Tratamientos

0 C100 -10.3+0.502  -7.0+1.19°
L350+B -7.2+0.28> -7.9+3.87%
L700+B -6.7£2.07° -13.9+1.122
> L350+A -7.5+0.72>  -8.4+£3.25%

L700+A -10.1 +1.25% 5.7 +2.02°

Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos (prueba de Tukey p<0.05). Los valores simbolizan la media = DE (n = 4).
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Figura 16. Fotosintesis maxima (Fn.) en barras grises y eficiencia fotoquimica maxima (F./Fy) en
diagrama de puntos de Gracilaria cornea (A) 'y Solieria filiformis (B) expuesta a diferentes condiciones de
luz. * y letras distintas denotan diferencias significativas (prueba de Tukey p<0.05). Los valores
simbolizan la media = DE (n = 4).

7.3.2 Contenido de pigmentos

De acuerdo con los resultados mostrados en la Fig .17, 1a irradiancia tuvo un efecto significativo (p <
0.001, n* = 0.636) en los valores de clorofila @ (Chl ) en G. cornea. Mientras que en . filiformis fue la
calidad de luz la que mostré un efecto (p = 0.002, n* = 0.714) en la sintesis de Chl a. En G. cornea las
concentraciones de Chl # fueron menores con respecto a C100 en la mayorfa de los tratamientos,
excepto L350+A donde permanecié sin cambios. Se observé un aumento en L350 en la segunda
semana con la adicién de luz azul. También, se encontré una correlacion positiva (0.548, p = 0.034)
entre la Chl @ y la fotosintesis maxima. Por el contrario, S. filiformis no present6 diferencias en los
valores de Chl a con respecto al valor inicial, sin embargo, se observé una disminucién evidente en
ambos tratamientos de irradiancia al suministrar luz azul.

Con relacién a la sintesis de carotenoides totales (Car) como se puede observar en la Fig. 17 la
irradiancia y la calidad de luz tuvieron un efecto similar a lo observado para la Chl z en G. cormea (p <
0.001, n* = 0.631) y S. filiformis (p = 0.003, n* = 0.670) respectivamente. En G. cornea, se encontré una
disminucién de los valores de Car en la condicion de luz alta al comparar con el control y una diferencia

evidente con la condicién de LL350.
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Figura 17. Contenido de ficoeritrina, clorofila 2 y carotenoides totales de Gracilaria cornea (A) y Solieria
filiformis (B) en las diferentes condiciones de luz en cultivo. * y letras diferentes denotan diferencias
significativas (prueba de Tukey p<0.05). Los valores simbolizan la media = DE (n = 4).

La concentraciéon de ficoeritrina (Fe) en G. comea disminuy6 en todos los tratamientos
experimentales, entre el tratamiento C100 y L350+A se observé el valor maximo para la segunda
semana al adicionar luz azul (Fig. 17). En S. filiformis 1a Fe aument6 el triple de su concentracion en la
mayoria de los tratamientos con relacion al control, excepto con L350+B. El analisis de Pearson arrojé
una correlacion negativa (-0.716, p = 0.003) entre la Fe y la Fo/Fu en S. filiformis. A pesar de que la
calidad de luz en combinacién con la irradiancia tuvo un efecto (p = 0.003, n* = 0.284) en la produccion
de esta biliproteina en G. comea, fue la calidad de luz la que tuvo un mayor efecto (p < 0.001, n* =
0.439). Las condiciones experimentales evaluadas no presentaron diferencias en la produccién de Fe
en S. filiformis entre la semana de aclimatacion y la semana dos con adicién de luz azul.

Los valores de ficocianina (Fc) presentaron un descenso en los tratamientos de G. cornea con
respecto a la condicién control, excepto en L350+ A donde la concentracién permaneci6 sin cambios

(Tabla 10). Para S. filiformis el valor de Fe fue diferente en el tratamiento L700+B y se duplic6 en

63



comparacion a C100, sin embargo, disminuyé para la segunda semana con luz azul (L700+A). No
hubo un efecto de las condiciones de luz en la sintesis de Fc en G. cornea, lo contrario sucedié con S.
filiformis donde la irradiancia (p = 0.002, n> = 0.460) y la calidad (p = 0.005, n> = 0.302) tuvieron un
efecto significativo. Ademas, se encontré una correlacion positiva (0.544, p = 0.036) entre los

resultados de ficocianina y la fotosintesis maxima en S. filzformis.

Tabla 10. Contenido de ficocianina (Fc), luteina (Lut), zeaxantina (Zea), 3- caroteno (3-car) y relacion
Chl a/Fe de Gracilaria cornea (Go) y Solieria filiformis (Sf) en los tratamientos expetrimentales en las
diferentes condiciones de luz.

) Chla/Fe Fc Lut Zea B-car
Tratamiento Lg g PS?
Gc Sf Gc Sf Sf Gce Sf Gc Sf
C100 1.8+0.30 25+0.34* 13+0.23* 1.0+0.13 1.6+0.29? ND ND ND 9.0+£35

L350+B 42+0.71* 18%012 04%003" 1.2+0.22 0.7+0.00° ND ND 53+1.01 2.1+0.06
L700+B 25+0.08 1.4+017 05+021° 22+0.30* 0.6+0.10° 0.4+0.09 ND ND 17.8 + 3.9*
L350+A 25+0.62 0.9+005 0.8+0.52* 09+0.14 ND ND 0.5+0.10 ND ND
L700+A 1.9+055 09+0.09 05+0.03° 13+032 1.6+0.15 0.3+0.15 ND ND 5.1+0.95

Letras distintas y superindice * indican diferencias significativas entre los tratamientos (prueba de Tukey p<0.05). Los
valores simbolizan la media £ DE (n = 4).

En la Fig. 18 se presentan los resultados de los espectros de absorcion del extracto aceténico
y de buffer de fosfatos en las dos especies estudiadas. LLos barridos espectrofotométricos presentaron
diferencias entre los tratamientos tanto en el extracto aceténico como el buffer de fosfatos, y las
mayores absorbancias se obtuvieron en S. filiformis, congruente con los resultados con relacion a la
concentracién de pigmentos observados, los cuales fueron mayores que los detectados en G. cornea
(Fig. 17). Se encontraron valores superiores de absorbancia en el buffer de fosfatos con el tratamiento
L350+A y los menores en L700+A en G. cornea, en congruencia con los valores encontrados de Fc y
Fe en los extractos descritos previamente. Por otro lado, L350+B mostr6 las mayores absorbancias en
el buffer de fosfatos y el tratamiento de C100 present6 las menores en el caso de . filiformis. E1 mayor
contenido de Chl « en el extracto acetonico se observéd en L350+ A para G. cornea, lo cual se puede

apreciar en las absorbancias de la Fig. 18. El mismo patrén fue encontrado con L350+B en S. filiforniis.
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Figura 18. Espectros de absorcion del extracto acetonico (A) y de buffer de fostatos en Gracilaria cornea

(izquierda) y Solieria filiformis (derecha) bajo las condiciones de cultivo experimentales.

La relacion entre la Chl a/Fe en G. cormea solo mostré cambios en el tratamiento 1.350+B
donde la calidad (p = 0.005, n* = 0.368) e irradiancia (p = 0.006, n*> = 0.352) tuvieron un efecto sobre
los valotres encontrados (Tabla 10). Ademas, se presentd una disminucién en Chl a/Fe en 1.350 al
aplicar luz azul. Para S. filiformis, solo se observé un efecto significativo con relacion a la calidad de luz
(p < 0.001, n* = 0.757). Hubo una disminucién de la relacién Chl /Fe en todos los tratamientos de .

[filtformis con respecto al valor inicial y los resultados fueron menores en L.350 para la segunda semana
(+luz azul). La Chl a/Fe tuvo una correlacién positiva (0.769, p < 0.001) con la F./F., de S. filiformis.
Finalmente, el analisis de pigmentos por HPLC elucid6 la presencia de zeaxantina y 3-caroteno
en las muestras analizadas de G. cornea y S. filiformis (Tabla 10). En esta ultima también se encontrd
luteina en la mayorfa de los tratamientos. La Zxt solo se identific6 bajo exposicion de luz alta (1.700)
en G. cornea y media (1L350) en S. filiformis. El B-car fue sintetizado tnicamente por G. cornea en 1.350 y

en S. filiformis se observé un incremento del doble en L700+B pero luego disminuy6 para la segunda
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semana (L700+A). Por dltimo, las concentraciones mas altas de Lut en . filiformis se obtuvieron con

C100 y luz alta en la semana dos (L700+A).
7.3.3 Contenido de Cy N

El contenido de carbono, nitrégeno y su relacion se muestran en la Tabla 11. El carbono no presentd
diferencias (p > 0.05) entre las condiciones experimentales evaluadas en ninguna de las algas. Los
valores de N mostraron diferencias significativas con relacién a la calidad de luz (p = 0.017, n* = 0.294)
en G. cornea, incrementando al incluir luz azul en el tratamiento de luz media (LL350). Lo anterior se
relaciona con la tendencia en la sintesis de Fe observada en esta alga. L.a combinacion de la irradiancia
y la calidad luminica indujo diferencias (p = 0.024, n* = 0.295) en la relacién C: N entre los tratamientos
de G. cornea. Ademas, se observé una disminucion en C: N en L350+A, sin embargo, en las otras
condiciones de luz los valores permanecieron igual que el control. Por otro lado, no se encontraron

diferencias significativas en N ni en la relacion C: N en S. filiformis.

Tabla 11. Contenido de carbono, nitrégeno y relacién C: N de Gracilaria cornea'y Solieria filiformis en los

tratamientos experimentales en las diferentes condiciones de luz.

C:N Carbono Nitrégeno
Tratamiento % Peso seco

G. cornea S. filiformis  G.cornea  S.filiformis  G. cornea  S. filiformis

C100 12.4+0.40% 11.2+0.11 323+1.37 299+247 26+0.10 2.7+0.212
L350+B 11.4+196% 10.7+058 31.7+156 30.0+201 29+059 2.8+0.072
L700+B 10.6+0.93% 10.7+0.28 30.8+196 324+120 29+0.31 3.0+0.182
L350+A 8.6 + 0.25b 104+051 327+159 282+332 3.8+0.12* 27+0.19°

L700+A 11.1+0.752 10.6+0.90 33.7+0.62 31.1+4.09 3.1+0.19 2.9+0.15%
Letras distintas y superindice * indican diferencias significativas entre los tratamientos (prueba de Tukey p<0.05). Los
valores simbolizan la media £ DE (n = 4).

7.3.4 Contenido de fenoles

En la Fig. 19 se muestran los resultados obtenidos con relacion al contenido de fenoles en los extractos
metanodlicos de las macroalgas estudiadas. Las condiciones de luz evaluadas no tuvieron efecto (p >
0.05) en los resultados de polifenoles en G. cormea. Sin embargo, la combinacion de las variables
luminicas indujo (p = 0.008, n* = 0.473) la sintesis de estos metabolitos en . filiformis. 1a cantidad de
fenoles en esta alga aument6 con el tiempo en 1350 al adicionar luz azul al cultivo y ademas las

concentraciones en L700+B y L350+ B fueron mayores que en C100.
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Figura 19. Capacidad antioxidante de los extractos metanolicos de Gracilaria cornea (A) y Solieria filiformis
(B) en los tratamientos experimentales; contenido total de fenoles en barras grises y ABTS en diagrama
de puntos (artriba); FRAP (medio); DPPH (abajo). * y letras diferentes denotan diferencias significativas
(prueba de Tukey p<0.05). Los valores simbolizan la media * DE (n = 4).

7.3.5 Capacidad antioxidante

Los extractos metanodlicos de G. cornea evaluados con el método de ABTS y presentados en la Fig. 19
mostraron un decremento en la actividad antioxidante en relacion con el valor inicial (C100) y no se
observaron diferencias significativas entre los cuatro tratamientos experimentales. Los resultados con
DPPH (p = 0.021, n*> = 0.417) y FRAP (p = 0.022, n* = 0.423) mostraron diferencias solo bajo la
exposicion de los talos a la calidad de luz, ademas se observé una disminucion con relacién al valor
inicial en la mayoria de los tratamientos.

Se encontré una correlacion positiva (0.734, p = 0.002) entre el analisis de polifenoles y la
capacidad antioxidante del extracto metandlico evaluada por el método FRAP en G. cornea. La

capacidad antioxidante en S. fiiformis calculada por el protocolo DPPH no mostré actividad y en el
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caso de FRAP no se encontraron diferencias significativas. La calidad de luz tuvo un efecto (p = 0.004,
n® = 0.633) en la actividad antioxidante evaluada con ABTS para esta especie, incrementando con la
exposicion a luz azul en ambos tratamientos de irradiancia (Fig. 19). En general, la irradiancia baja
(C100) estimuld una actividad antioxidante superior en G. cornea en los protocolos utilizados.

La actividad antioxidante (Fig. 20) del extracto en buffer de fosfatos para G. cornea con el
método DPPH fue mayor en los talos expuestos a irradiancia media (L350+B), siendo este tratamiento
el tnico que mostré un ligero incremento con respecto al control (C100) en la semana de aclimatacion,
pero una disminucién en la segunda semana (luz blanca + azul). Los datos de L700+B en G. cornea
para DPPH no se pudieron recuperar por razones de manipulacion de las muestras.

Por otro lado, en lo que concierne al método FRAP, la capacidad antioxidante fue mayor con
luz media blanca + azul en esta alga. Solo los tratamientos irradiados con luz azul fueron mayores que
C100 en el caso del método FRAP. Es importante mencionar que el aumento de la actividad
antioxidante en el tratamiento L350+A se corresponde con un repunte en la sintesis de
ficobiliproteinas para la misma condicion experimental en G. cornea. Para ABTS, los valores fueron
mayores con luz alta (L700+A) pero no hubo cambios con relacion al valor inicial (C100). La calidad
de luz en cultivo tuvo un efecto significativo en los resultados de FRAP (p < 0.001, n* = 0.837) y ABTS
(p < 0.001, n* = 0.601) en esta especie.

En el escenario particular de S. filifornis (Fig. 20), el porcentaje de inhibicion en DPPH y ABTS
aument6 en todos los tratamientos con respecto a C100. La irradiancia tuvo un efecto (p = 0.002, n*
= 0.597) en los resultados de S. filiformis en DPPH y el incremento comparado con C100 fue tres veces
mayor en los tratamientos evaluados, sin embargo, no hubo diferencias entre los tratamientos. Los
resultados del FRAP en S. filiformis no mostraron diferencias con los datos obtenidos en el periodo de
mantenimiento (C100). La combinacién de la irradiancia y la calidad luminica tuvieron un efecto (p =
0.006, n* = 0.365) en los resultados obtenidos por ABTS en . filiformis y fu la condicion de 1.700+B la
que mostrd los mejores resultados para luego disminuir en la semana dos.

Los datos de S. filiformis mostraron correlaciones significativas entre la capacidad antioxidante
del extracto en buffer de fosfatos y las ficobiliproteinas evaluadas. Por ejemplo, la Fe presenté una
correlacién positiva (0.835, p < 0.001) con los resultados de capacidad derivados del protocolo DPPH.
Por otro lado, la actividad antioxidante evaluada por el método ABTS mostré una correlacién positiva
con la Fe (0.763, p < 0.001) y la Fc (0.581, p = 0.023). Finalmente, la Fc presenté una correlacion
positiva (0.618, p = 0.014) con los antioxidantes evaluados por FRAP.
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Figura 20. Capacidad antioxidante de los extractos con buffer de fosfatos en Gracilaria cornea (A) y
Solieria filiformis (B) en los tratamientos experimentales; contenido de ficoeritrina en barras grises y

FRAP en diagrama de puntos (arriba); ABTS (medio); DPPH (abajo). * y letras diferentes denotan
diferencias significativas (prueba de Tukey p<0.05). Los valores simbolizan la media = DE (n = 4).

De manera general, la actividad antioxidante de S. fi/iformis fue mayor con irradiancia alta (1.700)
y en G. cornea con irradiancia media (L350). Sin embargo, la capacidad antioxidante fue mayor en G.
cornea que en S. filiformis con las metodologfas DPPH y FRAP (Fig. 20). Como referencia, en la Tabla

12 se presentan los resultados de la actividad en los controles positivos y los estandares de pigmentos.
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Tabla 12. Controles BHA (hidroxianisol butilado), BHT (hidroxitolueno butilado) y estandar de

clorofila @ resuspendidos en metanol; R-Ficoeritrina y C-Ficocianina en buffer de fosfatos.

DPPH (%) ABTS (%) FRAP (mEq TROLOX)
[0.5 mg mL1] [0.25 mg mL?Y] [0.25 mg mL™Y]
BHA 80.5+0.46 88.7 £ 0.18 1675.8 £ 14.84
BHT 79.2 £ 0.26 64.1 + 1.40 1146.0 + 26.66
Chla[0.5 mg mLY] 12.6 + 4.52 - 233.8 + 26.68
R-FE [0.5 mg mL™] - 41.3+£0.22 66.5 £ 13.23
C-FC [0.5 mg mLY] - 49.8 + 2.87 38.9+0.21

7.3.6 Contenido de micosporinas

Las absorbancias maximas de los picos en los cromatogramas en las muestras de G. cornea no
correspondfan con alguno de los aminoacidos tipo micosporina (MAAs) conocidos hasta la fecha. Sin
embargo, estos picos podrian tratarse de precursores de los MAAs o muy posiblemente de otros
metabolitos. Con el fin de corroborar esta informacién harfa falta un andlisis alejado de los objetivos
de este trabajo, sin embargo, resultaria muy informativo corroborarlo en el futuro. Por otro lado, como
se observa en la Tabla 13, las muestras de S. fi/iformis revelaron seis picos importantes con absorbancias
maximas entre 316 y 332 nm.

Todos los tratamientos mostraron el mismo numero de picos y tiempos de retencion (Fig. 21),
pero las areas variaron con relacion al tratamiento experimental. Con base en su absorbancia maxima,
tiempo de apariciéon y de acuerdo con lo reportado por Hardouin et al. (2022), quienes utilizaron un
protocolo similar de extraccion y analisis en HPLC, se infirié que tres de estos picos corresponden a
palythine (absorbancia maxima tedrica: ~320 nm), asterine-330 (~330 nm) y shinorine (~332-334 nm).
Los espectros de absorcion y tiempos de retencion de éstos se muestran en el Apéndice 2. Sin embargo,
para poder corroborar que realmente esos picos corresponden a los MAAs mencionadas es necesatio
analizar las muestras por medio de LC-MS y ESI-MS/MS.

Como se puede observar en la Fig. 22, ]a sintesis de palythine y shinorine se amplificé con la
irradiancia media (I.350) en la semana de aclimatacién, cuando la luz suministrada fue completamente
blanca. L.a combinacién de las condiciones de luz tuvo un efecto en la produccion de palythine (p =
0.016, n* = 0.698) y shinorine (p = 0.048, n> = 0.371). Al comparar los resultados de palythine obtenidos
de los tratamientos experimentales con relacion al valor inicial, en 1.350+B su contenido incrementd

el doble. Sin embargo, el valor registrado fue igual que el de L700+A.
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Tabla 13. Tiempo de retencién y absorbancias maximas de los seis picos de micosporinas identificados

por HPLC a 334 nm en Solieria filiformis.

Pico Tiempo (min)  Abs max (nm)
1 5.54 316.68
Palythine 5.94 319.11
Asterine-330 6.28 328.09
Shinorine 7.11 331.98
5 9.65 332.60
6 12.98 329.52
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Figura 21. Cromatograma de HPLC de las micosporinas identificadas a 334 nm.

Las muestras expuestas a irradiancia media (L350) mostraron un decremento de palythine en la segunda
semana de cultivo y en el caso particular de los talos expuestos a irradiancias altas (.700) esta tendencia
fue al alza al suministrar luz azul. Por otro lado, las sintesis de shinotine incrementd cerca de cuatro
veces en 1.350+B al comparar con la condiciéon control, sin embargo, al suministrar luz azul este valor
volvié a su concentracion inicial (C100). No se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) en los

valores de asterine-330.
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Figura 22. Contenido de los aminoacidos tipo micosporinas de Solieria filiformis: palythine, asterine y
shinorine en los tratamientos de luz experimental. * denota diferencias significativas (prueba de Tukey
$<0.05). Los valores simbolizan la media de dos réplicas + DE (n = 2).

7.3.7 Andlisis quimico de polisacaridos

El contenido de ficocoloides en las macroalgas evaluadas, asi como del porcentaje de 3,6
anhidrogalactosa y sulfatos se presentan en la Fig. 23. La sintesis de polisacaridos en ambas especies
fue modulada por las condiciones de luz evaluadas. La interaccion entre la irradiancia y el espectro
luminico tuvo un efecto importante (p <0.001) en la sintesis de agar y carragenato en G. cornea y S.
[filtformis, respectivamente. A pesar de que el contenido mas alto de agar en G. cormea se encontrd en las
muestras de C100, el efecto de la calidad de luz acrecenté el rendimiento de este ficocoloide en
condiciones de irradiancia media (I.350) en la tltima semana de cultivo. Sin embargo, debido a perdida
de muestra no se pudieron generar los resultados para el tratamiento L700+A. En el caso de S. filiformis
se observo una disminucién del carragenato en irradiancia media (L350) al suplementar luz azul.

El porcentaje de 3,6 AG no mostré diferencias significativas (p = 0.887) entre los tratamientos
en G. comea y en el caso de S. filiformis 1a interaccion de las condiciones luminicas si tuvieron un efecto
(p = 0.005, n> = 0.576) en su contenido. En esta ultima alga, como se puede observar en la Fig. 23 (B),
la calidad de luz modificé los porcentajes de 3,6 AG y el rendimiento de carragenato, los cuales

disminuyeron en I.350 para la segunda semana al adicionar luz azul. Por ultimo, el contenido de sulfatos
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Figura 23. Rendimiento de agar en Gracilaria cornea (A) y de carragenato en Solieria filiformis (B) y sus
correspondientes contenidos de 3,6 anhidrogalactosa (3,6 AG) y sulfatos (SO4?). * y letras diferentes
denotan diferencias significativas (prueba de Tukey p<0.05). Los valores simbolizan la media = DE,
(n = 3).

en G. cornea solo mostro6 diferencias significativas en irradiancia media, especificamente en L350+A, el
cual corresponde al valor mas alto encontrado entre los tratamientos. No se observaron diferencias

significativas en el % SO2 de S. Siliformis.

7.4 Discusiéon

7.4.1 Fisiologia algal y fotosintesis

La irradiancia y la calidad de luz son variables que regulan la sintesis de pigmentos y otros compuestos
bioquimicos en macroalgas, modulando a su vez la actividad fotosintética, el crecimiento, la densidad
celular y en consecuencia su morfologia (Carmona et al., 1998; Talarico y Maranzana, 2000; Tsekos
et al., 2002). En el medio ambiente las algas estan expuestas a un sinnimero de condiciones dinamicas
que varian con relacion al tiempo y a su ubicacion en la columna de agua. Para lidiar con estos cambios,
las macroalgas han desarrollado estrategias especificas como la produccion de antioxidantes, el arreglo
de sus antenas, e inclusive la producciéon de compuestos como los ficocoloides (Zubia et al., 2014;
Pefiuela et al., 2018). El disefio experimental que se evalué en este trabajo permitié conocer los
mecanismos y estrategias utilizadas por las macroalgas Solieria filiformis y Gracilaria cornea para sobrellevar
las condiciones luminicas probadas, que dependiendo de su estatus fisiolégico inicial podrian
considerarse, 0 no, estresantes.

El crecimiento, la eficiencia fotoquimica maxima, las curvas P-1, la fotosintesis maxima, el perfil

de pigmentos y el contenido de nutrientes se utilizaron como indicadores de la fisiologia algal y la
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respuesta fotosintética. En este ensayo, la tasa de crecimiento diario no presentd diferencias
significativas entre los tratamientos en ninguna de las especies.

El crecimiento de S. filiformis fue evidentemente inferior a lo observado en el capitulo anterior,
donde se expuso a una irradiancia de 100 umol fotones m™ s™. Sin embatgo, fue similar a lo reportado
por Pefiuela et al. (2018) con S. filiformis en cultivos al exterior sin adiciéon de nutrientes, flujo continuo
y expuestas a irradiancias altas, mayores a las utilizadas en este ensayo. También se observaron
crecimientos similares (~5y 6% dia™) en cultivos al interior con irradiancia de 550 pmol fotones m™ s
'y adicién de nutrientes en la misma especie (Felaco et al., 2020). Es importante sefialar que la
irradiancia de 100 umol fotones m™ s corresponde de igual forma a la condicién mas favorable de luz
para el crecimiento en Soleria chordalis (Brown, 1995).

La TCD en G. cornea fue muy similar a las obtenidas con los tratamientos probados en el
capitulo anterior. Schneider et al. (2022) reportan tasas superiores en G. cornea expuestas a irradiancias
entre 529 y 647 umol fotones m™ s e inferiores (~1.5 % dia) al aplicar radiacion UV-A + UV-B. La
mayoria de los trabajos que evaltan el crecimiento en cultivo con relacién a la intensidad de luz han
demostrado que irradiancias mayores mejoran la TCD, sin embargo, utilizando irradiancias menores
que las utilizadas para esta tesis (Chen et al.,, 2017). La reduccién del crecimiento en ambas especies
durante este ensayo podrtia relacionarse con el gasto energético derivado de poner en marcha los
mecanismos metabolicos para contrarrestar una posible fotoinhibicién como consecuencia de la
exposicion a irradiancias altas (Raven, 2011).

La F,/Fun es un reflejo de la eficiencia del fotosistema II (PSII), se utiliza como indicador
sensitivo en plantas superiores y algas, indicando la “salud” de los talos en un momento especifico
(Bichel y Wilhelm, 1993; Maxwell y Johnson, 2000). Es importante mencionar que los talos utilizados
en este trabajo provienen de una historia de luz a irradiancias altas, ya que fueron colectados de tanques
al exterior expuestas ademads a condiciones luminicas fluctuantes. En ese sentido, los valores de F,/Fr,
para ambas especies mostraron una aclimatacion efectiva a las condiciones de luz baja (~100 umol
fotones m™ s™) utilizadas para el mantenimiento de los talos en el laboratorio. Las F./F. en ambas
especies (0.5-0.6) se mantuvieron constantes y se encuentran en el rango de lo reportado para
macroalgas rojas en otros ensayos (Wedchaparn et al., 2015; Pliego-Cortés et al., 2019).

Se obsetvé una ligera disminucién de la F./Fo, entre el petiodo de mantenimiento y el inicio
del experimento en G. cornea, cambiando de ~0.5 a 0.6. La F./F. medida semanalmente durante el
experimento no presenté cambios en G. cornea, 1o que indica una aclimatacion efectiva en irradiancia

media-alta y a la exposicion a luz azul. Los valores de F,/Fi, concuerdan con lo reportado por Alvatrez-
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Gomez et al. (2019) para la misma especie. Por otro lado, S. filiformis mostrd valores mayores de F,/F,
durante el tiempo de mantenimiento (control) y disminuyeron en la semana de aclimatacién a
irradiancia alta (~700 pumol fotones m” s™), los cual podria deberse al proceso de fotoinhibicion
dinamica, un mecanismo de aclimatacion ante niveles altos de irradiancia. Este proceso disminuye la
actividad del PSII, lo que le permite al alga lidiar con el aumento de energfa y disiparla a través de calor
(Abdala-Diaz et al., 2000).

Los niveles experimentales de irradiancia mantuvieron estables los valores de F,/Fpal adicionar
luz azul en la segunda semana con §. filiformis. Estos resultados infieren que los talos se protegieron del
incremento en la irradiancia y posteriormente retornaron a su condicién inicial a efectos de procesar
la energfa disponible en el tratamiento experimental (Figueroa et al., 1997). Esta misma estrategia se
ha observado en estudios con las algas rojas Plocamium brasiliensis y Pyropia haitanensis (Chaloub et al.,
2010; Jiang et al., 2018).

Los valores de Fra calculados en el experimento no tuvieron correlacién con los resultados de
F./Fuen ninguna de las especies. Sin embargo, Saroussi y Beer (2007) estipulan que esta relacién solo
es significativa en condiciones de alta irradiancia, mayor que las utilizadas en el experimento de esta
tesis. Este trabajo muestra una discordancia entre la fluorescencia de la clorofila @ y la evolucion del
oxigeno. Esta discrepancia puede deberse no solo a la irradiancia alta utilizada, sino también a la
morfologia de las algas estudiadas (Nielsen y Nielsen, 2008). Se conoce que la irradiancia y la calidad
de luz, especificamente longitudes de onda puntuales pueden moldear la aparicién de ramificaciones y
su longitud en algunas especies de algas (Talarico, 1996). Por ejemplo, se observaron talos altamente
ramificados de S. filiformis en los tratamientos con intensidad de luz baja y talos largos y dispersos en
irradiancia alta (Apéndice 3). Estos patrones en la morfologia modulan la absorcién de luz y en
consecuencia los procesos fotosintéticos (Hegemann, 2008; Monro y Poore, 2009).

G. cornea mostro valores de Fru superiores al exponerse a intensidad de luz media (~350 umol
fotones m™” s') durante la segunda semana (+luz azul), sin embargo, durante el periodo de aclimatacién
fueron mayores en irradiancia alta (~700 umol fotones m™s™'). Esta respuesta nos habla de la limitacién
de G. cornea en términos de actividad fotosintética para tolerar irradiancias altas en periodos de tiempo
prolongados. Es posible que durante la segunda semana expuesta a la condicién de irradiancia alta se
haya presentado fotoinhibicién por efecto acumulativo de energfa, ya que se observaron talos
blanqueados al concluir el experimento. Una respuesta similar fue observada por Dawes et al. (1999)
con G. cornea de las costas de Florida durante los periodos de verano, donde la radiacién es mayor que

en otras épocas del ano. Los autores antes mencionados observaron que G. cormea mostré una

75



adaptacion eficiente por sombreado, a pesar de que en comparacién con otras especies tropicales de
Gracilaria e incluso con la S. filiformis de este trabajo, posee un contenido menor de pigmentos (Dawes
et al., 1999).

Por otro lado, se observé una tolerancia clara a la exposicion a irradiancia media en el tiempo
del experimento. Sin embargo, los valores de Fuuen G. comea no superaron a los conseguidos en la
condicién control expuesta a irradiancias bajas (~100 umol fotones m™” s). S. filiformis increment6 la
produccién de oxigeno en respuesta a luz alta, pero disminuyé en la segunda semana al igual que en
G. cornea. Una respuesta similar fue observada por Borlongan et al. (2017), quienes evaluaron tasas de
fotosintesis neta mayores en plantas de Soleria pacifica que habitan zonas someras y mostraron una
disminucion a lo largo del tiempo conforme la irradiancia se incrementaba.

La respiracion post luz en G. cornea disminuy6 en la mayoria de los tratamientos al exponerla a
irradiancias medias-altas y en S. filiformis se observé un aumento en la semana de aclimatacién en el
tratamiento de intensidad de luz alta (~700 umol fotones m™ s'). Xue et al. (1996) afirman que las
tasas de consumo de oxigeno tienen relacioén con la historia de luz, por ende, a la fotosintesis previa.
Este grupo encontré una tasa de respiracion mayor en organismos expuestos a intensidades de luz altas
(800 umol fotones m™ s') y concluyen que este incremento tiene una marcada relacién con la
irradiancia. Por otro lado, el incremento en la respiracion mitocondrial en . filiformis puede
interpretarse como un indicativo de estrés, ya que los electrones son transportados al O», lo que
eventualmente podria originar especies reactivas de oxigeno debido a electrones no pareados (Hurd
etal., 2014).

Se observaron diferencias en los descriptores fotosintéticos calculados a partir de las curvas P-
I de los talos de G. cornea'y S. filiformis que se encontraban expuestos a condiciones de irradiancia baja
(~100 umol fotones m™ s - control) y alta (~700 umol fotones m™s™). De manera general, los valores
obtenidos en . filiformis fueron mayores que en G. commea. Se pudo observar en la curva P-I una
disminucién en la producciéon de oxigeno en G. cornea a pattir de los ~400 umol fotones m™” s en los
organismos expuestos a luz alta, lo que podria relacionarse con el deterioro observado en los talos al
concluir el experimento. La fotosintesis maxima en irradiancia alta fue significativamente superior en
S. filiformis e inferior en G. cornea en comparacion con los valores obtenidos en los talos a baja irradiancia
(control). Estos resultados reafirman la capacidad de . filiformis para ajustar su maquinaria fotosintética
de acuerdo con los cambios luminicos y por otro lado la dificultad experimentada por G. cornea ante la

exposicion a irradiancias saturantes.
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La eficiencia fotosintética (&) no cambid en S. filiformis entre las intensidades de luz y en G.
cornea el uso eficiente de la luz a irradiancias bajas fue menor en los organismos expuestos a 700 pmol
fotones m™s™. La irradiancia de saturacién no present6 diferencias en G. crmea y los valores obtenidos
(~168-208 umol fotones m™ s') fueron muy similares a los reportados en algas submareales. Por otro
lado, la Ex fue mayor en los talos de S. filiformis expuestos a luz alta y a pesar de habitar regiones mas
profundas que G. comea, las irradiancias de saturacién observadas (~288-376 umol fotones m™s™) se
acercan mas a lo reportado en algas intermareales (Liining, 1981). El consumo de oxigeno fue mayor
en ambas especies al evaluar la respiraciéon post luz (RL) que previo a la exposicion al gradiente de
irradiancia (respiracion en oscuridad - RO).

El perfil de pigmentos en G. cormea disminuyé en la semana de aclimatacion en ambas
intensidades de luz, pero aument6 al afiadir luz azul en condiciones de irradiancia media (~350 umol
fotones m™s™). Esta respuesta sugiere que ambas irradiancias resultaron estresantes para el organismo
durante el periodo de aclimatacion, lo que indujo una disminuciéon del perfil de pigmentos como
mecanismo de fotoproteccion; sin embargo, logro aclimatarse a irradiancia media en la segunda semana
cuando se adicioné luz azul, lo que revirtié el contenido de pigmentos para continuar captando
eficientemente la luz (Ramus, 1981).

Es importante destacar que la sintesis de Chl z en G. cornea mostréd una correlacion positiva con
los valores de Frax. Resulta relevante afiadir que este aumento en la concentracioén de pigmentos y la
Fraxen G. cornea bajo condiciones de luz combinada blanca y azul podria estar relacionado con lo que
se conoce como efecto Emerson, el cual sugiere que la adicién de longitudes de ondas menores al
espectro de luz blanca puede optimizar los procesos fotosintéticos (Emerson y Rabinowitch, 1960;
Tollin, 1962; Zhen y van Iersel, 2017). Lo anterior debido a la sinergia entre las longitudes, lo que
eficientiza el efecto en la fotosintesis por la interaccioén de longitudes cortas y largas (Myers, 1971).

Los carotenoides totales a su vez aumentaron a la par que la Chl 2 probablemente para cumplir
su funcién como captadores de electrones y optimizar asi los procesos de absorcion de luz (Morais
et al., 2000). Adicionalmente, la disminucién de los pigmentos en irradiancias altas (~700 umol fotones
m™s") para la segunda semana confirma lo inferido con relacién a la fotosintesis neta y las curvas P-1
en G. cornea. Por otro lado, las concentraciones de Chl @ y Car en §. filiformis mostraron tendencias
similares, con una disminucién evidente en los dos niveles de irradiancia al aplicar luz azul. Algo similar
se observo en el primer experimento de este trabajo al adicionar luz azul en los cultivos.

El aumento de la Fe con la adiciéon de luz azul en G. cornea, particularmente en la irradiancia

media (~350 umol fotones m™ s), también se observé en el estudio del capitulo I y como ya se habia
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mencionado, responde a que esa calidad de luz promueve la sintesis del pigmento. La concentracion
de los pigmentos estimados para G. comea concuerdan con lo encontrado por Alvarez-Gémez et al,
(2019) en la misma especie (sinonimia para Hydrgpuntia cornea), sin embargo, los valores de Fe en ese
trabajo son mayores que los encontrados en este experimento y similares con los reportados en el
capitulo anterior donde los talos fueron sometidos a irradiancias més bajas (~100 umol fotones m™ s
". Schneider et al. (2022) encontraron concentraciones doblemente mayores de Fe y significativamente
menores de Chl z en G. wrnea expuesta a diferentes espectros de luz y a radiacion UV. Dawes et al.
(1999) y Ordufia-Rojas et al. (2002) reportaron valores inferiores de Fe y Chl z en la misma especie, al
parecer en consecuencia de la baja disponibilidad de nutrientes experimentada por los talos silvestres.

La relacion Chl a/Fe en G. cormea fue menor en el control debido a la irradiancia baja a la que
fue sometida durante el perfodo de mantenimiento, este mismo efecto se observo al anadir luz azul.
Lo anterior reafirma que la calidad de luz puede inducir la produccién de Fe. Los valores de Fe en S.
filiformis no mostraron diferencias entre los tratamientos, sin embargo, todos los tratamientos
aumentaron el contenido en relacién con el control. Este valor inicial bajo es consecuencia de la
limitacién de nitrégeno durante el mantenimiento ya que no se afiadieron nutrientes durante este
periodo y, ademas, aunado a la historia de luz previa es probable que S. filiformis haya consumido el
nitrégeno proveniente de las ficobiliproteinas. A pesar de que la concentracién de Fe no varié entre
los tratamientos, se encontr6 una correlacion negativa significativa entre la sintesis de Fe y la F./Fp, lo
que indica un aumento en los valores de eficiencia fotoquimica maxima a la par de una reduccion en
los niveles de Fe.

La sintesis de Fc en S. filiformis se duplic6 con la exposicion a luz alta (~700 pmol fotones m™
s™) mas luz azul, asimismo se observé una correlacion positiva entre la sintesis de este pigmento y los
valores calculados de fotosintesis maxima. El contenido de pigmentos en S. filiformis cultivada bajo
esquema IMTA (Felaco et al., 2020) fue significativamente inferior que lo reportado en este trabajo,
definitivamente debido a la disponibilidad de nutrientes. Por otro lado, la relacién Chl a/Fe en S.
filiformis mostrd un decremento en relacion con la luz azul, lo que podria indicar una regulacion del
tamafio de la antena como resultado de la exposicién a distintos niveles de irradiancia. La Chl #/Fe
present6 una correlacion significativa con la Fy/Fi en S. filiformis. Lo anterior indica que el arreglo de
los ficobilisomas en la membrana tuvo un efecto en la eficiencia de la transferencia de energfa hacia el
PSII en esta especie (Hurd et al., 2014).

Los carotenoides funcionan principalmente como fotoprotectores en algas rojas y previenen

danos irreversibles en los fotosistemas. La apariciéon de estos pigmentos esta relacionada cominmente
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con irradiancias altas (Larkum y Barrett, 1983). En este trabajo se identificaron zeaxantina y 3-caroteno
en ambas especies y solo se encontrd luteina en S. filiformis. 1.a zeaxantina fue identificada en los
tratamientos con luz alta (~700 umol fotones m” s™) en G. comea, lo que refuerza la hipétesis de que
el organismo posiblemente se encontraba en un estado de estrés ante esas condiciones luminicas. Este
pigmento en cuestion tiene la capacidad de capturar oxigeno para formar violaxantina y ser reducida
nuevamente como acido ascorbico, esto es conocido como ciclo de las xantofilas y juega un papel
importante en la fotoaclimatacion y fotoproteccion de los talos (Rowan, 1989). Uno de los objetivos
principales de este proceso es drenar la energia excedente mediante la disipacién de calor (Demmig-
Adams et al., 2008).

Los valores de zeaxantina en G. comea estuvieron muy por debajo a los reportados por
Schneider et al. (2022), ademas, ellos encontraron una sobreproduccion del pigmento al irradiar con
UV alos talos. Por otro lado, se observaron concentraciones altas de 3-caroteno en S. filiformis cuando
se expuso a irradiancia alta en la semana de aclimatacién (luz solo blanca) pero estos valores
disminuyeron al afiadir luz azul. Esta tendencia fue similar a lo observado en el experimento con S.
Sfilformis del capitulo anterior. El B-caroteno funciona también como fotoprotector del PSII,
principalmente secuestrando los oxigenos singlete, que son oxidantes agresivos para los sistemas
biolégicos (Telfer, 2002). Estas especies reactivas de oxigeno son generadas comunmente en
condiciones de irradiancias que se consideran estresantes para las algas.

El contenido de B-caroteno presente en las muestras de este experimento para S. filiformis fue
significativamente mayor que lo reportado por Schneider et al. (2022) en G. cornea, sin embargo, en
ambos casos son valores (bajos) que concuerdan con lo descrito en la literatura para este grupo algal.
Godinez-Ortega et al. (2008) encontraron tendencias similares en la sintesis de este pigmento, pero en
muestras de Halymenia floresii irradiadas a una intensidad menor con luz blanca.

Como se habia observado en experimentos previos, S. fiiformis mostré una concentracion
mayor de pigmentos que G. cornea. Estas diferencias fueron claramente observadas en las curvas de
absorcion en los extractos acetonicos y de buffer de fosfatos. Se encontraron absorbancias mayores
en los tratamientos de luz media (~350 umol fotones m? s™) con luz azul en el extracto de buffer, lo
que concuerda con el patrén observado en la sintesis de ficobiliproteinas. Es importante mencionar
que el carbono y el nitrégeno en el tejido algal son un indicativo de la condicién de “salud” del cultivo.
La limitacién de nitrégeno puede generar un sinnumero de procesos fisiologicos y bioquimicos que
introducen ruido para la interpretacion de los datos y del efecto en las variables evaluadas. Sin embargo,

en este trabajo no hubo diferencias significativas entre los tratamientos en términos del porcentaje de
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carbono y nitréogeno. Ademas, los valores de N estuvieron por arriba del 2%, lo que indica que este

nutriente no fue un factor limitante en los experimentos de ambas especies.

7.4.2 Sistema antioxidante

Para estudiar el sistema antioxidante en los talos de G. corna y S. filiformis se evalué el contenido
de fenoles totales, la capacidad antioxidante del extracto metandlico (fenoles) y de buffer de fosfatos
(ficobiliproteinas) por tres protocolos antioxidantes: DPPH, ABTS y FRAP. Como complemento se
identific6 el perfil de aminodcidos tipo micosporina en S. filiformis. Los polifenoles son pieza
importante del entramado antioxidante en macroalgas debido a que, pueden funcionar como
receptores de energfa solar y por lo general como antioxidantes, ya que poseen la capacidad de donar
electrones para neutralizar las ROS (Swanson y Druehl, 2002). La produccién de fenoles en G. cormea
no present6 diferencias entre los tratamientos, un efecto similar fue encontrado en esta especie al
exponerla a diferentes colores de luz y radiacién UV (Schneider et al., 2022).

Los resultados de la capacidad antioxidante en los extractos metandlicos de G. cornea mostraron
la misma tendencia con los tres protocolos utilizados. De manera general, se observé un decremento
en la actividad antioxidante de los talos en los tratamientos con relacién al control, expuesto a
irradiancias bajas (~100 umol fotones m™ s™). No obstante, estos organismos provienen de cultivos
exteriores con irradiancias altas, los que sugiere que un porcentaje de la capacidad antioxidante podria
deberse a la presencia de metabolitos remanentes (Pliego-Cortés et al., 2019). Schneider et al. (2022)
publicaron una reduccién similar en la capacidad antioxidante evaluada con el ensayo de ABTS en
cultivos sin adiciéon de UV.

Los resultados reportados en este trabajo tuvieron una marcada correlacion entre la produccion
de polifenoles y la actividad antioxidante evaluada por el método FRAP en los extractos de G. cornea.
Pliego-Cortés et al. (2017) hallaron una relacion similar entre el contenido total de fenoles y la actividad
antioxidante evaluada por DPPH en talos de Rhodymenia pseudopalmata. Sin embargo, segin a lo
reportado por Alvarez-Gémez et al. (2019), la actividad antioxidante en H. comea esta relacionada
principalmente con la exposicién de los talos a UV y en menor medida con la cantidad de fenoles
presentes. No obstante, se ha comprobado que estos compuestos representan un alto porcentaje de la
capacidad antioxidante en los extractos metandlicos de algas marinas y particularmente en las algas
rojas se deriva de compuestos fenolicos como los flavonoides y florataninos (Matanjun et al., 2008;

Schneider et al., 2020).
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En el caso particular de S. filiformis, se observé que la aparicion de fenoles esta relacionada con
altas irradiancias (~700 umol fotones m” s™) y con el tiempo de exposicién a estas. Se reportd un
efecto similar al exponer a R. pseudopalmata a irradiancias altas de 200 pmol fotones m™ s (Pliego-
Cortés et al., 2017) y a Gracilariopsis tenuifrons a 1000 pmol fotones m™ s” por Zubia et al. (2014). No
hubo diferencias en la actividad antioxidante de los extractos evaluados por FRAP. En el caso con
ABTS se observé una diferencia modulada por la calidad de luz en cultivo, al exponer a la macroalga
a luz azul en la segunda semana. Esta respuesta en la sintesis de fenoles fue reportada en Gracilaria
gracilis por Ghedifa et al. (2021) y en G. comea por Schneider et al. (2022). Las muestras de S. filiformis
no mostraron actividad antioxidante cuando se midieron con el método DPPH. La capacidad
antioxidante entre las especies fue muy similar en este ensayo, contrario a lo observado en los extractos
metanodlicos de talos expuestos a diferente calidad de luz en el capitulo anterior.

Algunos estudios han reportado actividad antioxidante en los extractos de ficobiliproteinas en
cianobacterias (Sonani etal., 2014) y especies de macroalgas rojas como Bangia atropupurea
(Punampalam et al., 2018). Por su parte, G. cornea disminuy6 la capacidad antioxidante de los extractos
con buffer de fosfatos evaluados con FRAP y ABTS en la semana de aclimatacién para ambas
irradiancias y la aument6 al afadir luz azul. Una tendencia similar fue observada con relacion a la
sintesis de Fe en esta especie. A pesar de esto, no se encontr6 una correlacion entre la concentracion
de ficobiliproteinas y la actividad antioxidante de los extractos. La respuesta antioxidante presentd una
tendencia distinta con DPPH ya que la luz azul disminuy6 la actividad en ambas irradiancias. Contrario
a lo observado en G. cornea, la sintesis de ficobiliproteinas en S. filiformis tuvo una correlacion
significativa con la capacidad antioxidante en los extractos de fosfatos evaluados por los tres
protocolos.

Por tltimo, la respuesta antioxidante fue mayor con irradiancias altas (~700 umol fotones m™
s en S. filiformis y con medias (~350 umol fotones m” s) en G. comea, sin embargo, se obtuvieron
mejores resultados en esta ultima especie. Es importante resaltar que la capacidad antioxidante en las
dos especies de algas fue mayor en el extracto de ficobiliproteinas que en los extractos metandlicos ya
discutidos. Esto resulta interesante tomando en cuenta que el uso de las ficobiliproteinas como
colorantes en alimentos se ha incrementado y su capacidad antioxidante podria agregar valor a los
productos (Mysliwa-Kurdziel y Solymosi, 2016; Pagels et al., 2019; Ali Anvar y Nowruzi, 2021).

Este trabajo es la primera caracterizacion de MAAs en S. filiformis y en €l se logré demostrar
que tanto la irradiancia como la calidad de luz pueden modular su produccién. Bedoux et al. (2020)

compilaron un gran numero de estudios que atestiguan que la sintesis de MAAs es modificada por las
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condiciones luminicas, pero también como consecuencia de la adicién de UV vy la disponibilidad de
nitrégeno. Las micosporinas son metabolitos sintetizados por las algas marinas con el propésito de
prevenir dafios a nivel DNA causados en mayor medida por la radiaciéon UV. De acuerdo con este
principio, las algas rojas son clasificadas en tres grandes grupos dependiendo de la dinamica de
produccién de aminoacidos tipo micosporina. La . filiformis de este trabajo se deberfa agrupar en la
clasificacion tipo 11, que corresponde a especies submareales que poseen la habilidad de modular la
sintesis de MAAs con el fin de sobrellevar las condiciones luminicas presentes en el ambiente en el que
se desarrollan (Hoyer et al., 2002).

De las tres micosporinas identificadas, shinorine fue la mas abundante en las muestras de .
filiformis, lo cual es consistente con la literatura, ya que es considerado el MAA mas comuin y esta
presente en la mayoria de las especies (Huovinen et al., 2004). Después le siguen en concentracion
palythine y finalmente asterine-330. Solo shinorine y palythine mostraron diferencias significativas
entre los tratamientos evaluados. Se han reportado otras micosporinas en el género algal, como es el
caso del acido palitenico identificado por Bedoux et al. (2014) en muestras de S. chordalis.

En este trabajo se encontraron mayores concentraciones de shinorine en irradiancia media
(~350 pumol fotones m™ s') durante la semana de aclimatacion en S. filiformis. Sin embargo, se observd
un decremento al incluir luz azul en la segunda semana de cultivo, que parece ser mas efecto del tiempo
y de la aclimatacién a las irradiancias que una respuesta a la calidad de luz. En este sentido, se ha
demostrado que el perfil y la composicion individual de MAAs esta influenciado por la densidad y
tiempo de cultivo (Barcel6-Villalobos et al., 2017).

Por otro lado, la micosporina palythine mostré un incremento significativo al anadir luz azul
en el tratamiento con irradiancia alta (~700 umol fotones m™ s). Un comportamiento similar en la
sintesis de palythine fue observado en talos de Chondrus crispus al exponerla a esta calidad de luz
(Franklin et al., 2001). La misma tendencia se reportd en G. cornea al anadir luz azul al cultivo en talos
irradiados con 700 umol fotones m™ s™ (Schneider et al., 2022). Kribs et al. (2002) sugieren que las
rutas implicadas en la producciéon de MAAs son modificadas como consecuencia de las longitudes de
onda presentes en el medio. Por ejemplo, Korbee et al. (2005) encontraron que la luz blanca y azul
estimulan la produccién de MAAs en Porphyra lencosticta, pero es con luz azul donde obtuvieron las
concentraciones mas altas de palythine y asterine-330.

El contenido de los MAAs en este trabajo corresponde con las proporciones reportadas en
Rhodymenia psendopalmata por Pliego-Cortés et al. (2019). Estos autores encontraron una tendencia

similar en la sintesis de estos compuestos, ya que reportan un incremento en el contenido total de
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MAAs en cultivos al interior comparado con talos cultivados al exterior. Adicionalmente, atribuyen
este efecto a la doble funcion de los MAAs como fotoprotectores y elementos del sistema antioxidante.
Esta estrategia ha sido confirmada por un gran nimero de estudios en distintos géneros de macroalgas
rojas (de la Coba et al., 2009; Torres et al., 2018). Diversos trabajos han conseguido una mayor sintesis
de MAAs con radiaciéon UV debido a su funcién fotoprotectora (Peinado et al., 2004; Bischof et al.,
20006; Jiang et al., 2008; Bonomi Barufi et al., 2012), sin embargo, en este experimento no fue
suministrada en ninguna de las irradiancias probadas.

Por otro lado, es factible que la disponibilidad de nitrégeno fomentara la sintesis de
micosporinas durante el experimento, ya que se conoce que la cantidad de nitrégeno suplementado
puede modificar la produccion de MAAs (Figueroa et al., 2008, 2010, 2012). Los resultados de esta
tesis enfatizan la idea de que la acumulacién de estos metabolitos es variable y sigue mecanismos
especie-especificos. Por ultimo, no se lograron identificar aminoacidos tipo micosporina en las
muestras de G. cornea, sin embargo, otros trabajos los han logrado identificar tanto en organismos
silvestres como cultivados expuestos a diferentes condiciones de radiaciéon UV, temperatura y
nutrientes (Sinha et al., 2000; Figueroa et al., 2012, 2022; Alvarez-Gémez et al., 2019; Schneider et al.,
2022).

7.4.3 Sintesis de polisacaridos

Los carbohidratos presentes en los talos de ambas especies se reportaron como porcentaje de
rendimiento de los polisacaridos (agar y carragenato), y sus respectivos contenidos de 3,6 A-G y
sulfatos. La irradiancia tuvo un efecto importante en la sintesis de agar en G. cormea, y se observo que
los tratamientos con irradiancias medias (~350 pmol fotones m™ s) y altas (~700 umol fotones m™ s°
" disminuyeron el rendimiento (%) del ficocoloide con relacién a los talos expuestos a luz baja (~100
umol fotones m™ s™ - control).

No obstante, el contenido de agar incrementd en la irradiancia media durante la segunda
semana al adicionar luz azul. Una relacién similar se observé en el rendimiento de agar de Gracilaria sp.
cultivada en condiciones de laboratorio, donde las mayores cantidades de agar se encontraron al
exponerla a irradiancias bajas (Rotem et al.,, 1986). Sin embargo, Freile-Pelegrin y Robledo (1997)
encontraron un efecto contrario en una Gracilaria cornea silvestre, encontrando un mayor contenido de
agar durante la temporada de verano, cuando las condiciones de irradiancia son relativamente altas en

zonas tropicales.
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Se ha reportado que la exposicion a luz UV-B tiende a incrementar la cantidad de polisacaridos
con el objetivo de engrosar la pared celular como mecanismo de proteccion (Schmidt et al., 2012). Por
otro lado, You y Barnett (2004) observaron que la exposicion a luz azul permite aumentar la
produccioén de polisacaridos en comparacion con luz blanca. El contenido de sulfatos en G. cormea de
este trabajo fue marcadamente reducido, como se esperaba al tratarse de agar, ya que presentan minima
sulfatacion (Hurd et al., 2014). Estos resultados fueron similares a los que ya se han reportado en talos
silvestres de la misma especie, sin embargo, el contenido de agar fue mayor en el trabajo de Pereira-
Pacheco et al. (2007).

En S. filiformis, la adicion de luz azul disminuy® la sintesis de carragenato en los talos expuestos
a irradiancia media. Una tendencia similar se observé con el contendido (%) de 3,6 A-G en esta
macroalga, por otro lado, G. cornea no presenté cambios en la 3,6 A-G, lo que indica que la fuerza del
gel se mantuvo aparentemente constante durante el experimento. La mayor cantidad de carragenato
en S. filiformis fue encontrada durante el periodo de mantenimiento cuando los talos estuvieron
expuestos a irradiancias bajas, sin embargo, no hubo diferencias significativas con el tratamiento de
irradiancia media durante la semana de aclimatacion. Freile-Pelegrin y Robledo (2000) reportan una
tendencia similar en talos silvestres de Ewucheuma isiforme durante la temporada de invierno cuando la
irradiancia es baja en comparacion a los meses de verano. Se ha demostrado que intensidades de luz
altas estimulan el crecimiento y la fotosintesis, aumentan la sintesis de almidén, pero disminuyen la
produccién de polisacaridos, contrario a lo que sucede en talos expuestos a irradiancias bajas donde
estos compuestos por lo general son almacenados.

El rendimiento de carragenato y el contenido (%) de sulfatos con relacién al peso seco en todos
los tratamientos fueron mayores que los reportados por Pefiuela et al. (2021) en talos de S. filiformis
cultivados al exterior. Pese a que en otro experimento realizado por el mismo grupo (Pefiuela et al.,
2018) se encontraron contenidos de carragenato, grupos sulfatos y 3,6 A-G similares a los de este
estudio. Sin embargo, Stephanie et al. (2010) y Boulho et al. (2017) encontraron valores mas altos de
carragenato y sulfatos en S. chordalis. E1 contenido de sulfatos en S. filiformis se mantuvo estable en los
tratamientos durante el experimento y fue significativamente mayor que lo observado en G. comea. Lo
anterior debido a la alta sulfatacién presente en los carragenatos de S. filiformis, lo que confiere solidez
a estos ficocoloides (Hurd et al., 2014).

A modo de resumen se puede decir que los datos de las curvas P-I indican que la condicién de
alta irradiancia en G. cormea indujo fotodafo, lo que se pudo constatar al encontrar talos blanqueados

al finalizar el experimento. La seleccion de las intensidades de luz para el experimento se hizo con base
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en resultados preliminares con Solieria, y se asumi6 que Gracilaria mostrarfa una respuesta similar para
lidiar con las irradiancias de estudio. Sin embargo, se pudo observar que el efecto que tuvo este
tratamiento con relacion a la fisiologia y condicién general del talo fue diferente entre las especies. El
blanqueamiento en G. commea impidié tomar muestras para algunos analisis en el tratamiento con
irradiancia alta para la semana dos. Al parecer el efecto repentino y prolongado a irradiancias altas
promovié procesos de fotoinhibicion y por ende la muerte de los talos de G. cormea. Es probable que
estas condiciones de luz en conjuncién con otras variables promoviesen su deterioro paulatino.
También es importante considerar la historia de luz de los talos utilizados que, a pesar de haber
compartido un origen comun, es probable que presentaran variaciones bioldgicas al iniciar los
experimentos.

La irradiancia y calidad de luz tuvieron un efecto en la fisiologfa, sintesis de metabolitos y
actividad antioxidante en las algas S. filiformis y G. cornea. En general, la luz blanca promovio la sintesis,
cantidad y concentraciéon de las variables evaluadas en §. filiformis y sucedi6 algo similar con la
exposicion a luz blanca + azul en G. cornea. Comprender el efecto que tiene la longitud de luz y sus
interacciones sobre la fotosintesis es de gran relevancia para lograr una optimizacién de los procesos
adyacentes derivados de la utilizacion de fuentes de luz artificial en cultivos controlados.

La produccion de pigmentos, fenoles, aminoacidos tipo micosporina y polisacaridos fue mayor
cuando se expuso a los talos de . fiiformis a intensidad de luz media mientras que la exposicion a
irradiancia alta permiti6 alcanzar valores mayores de fotosintesis y de actividad antioxidante. En G.
cornea se observaron valores mayores de fotosintesis, pigmentos y de algunos protocolos antioxidantes
con bajas irradiancias. Ninguna de las condiciones evaluadas en este segundo experimento promovié
el crecimiento de ninguna de las especies de estudio, como si se observo en el capitulo anterior cuando
las algas fueron irradiadas con luz a 100 umol fotones m™> s Lo que nos sugiere que el
aprovechamiento de estas algas debe concebirse como un sistema de cultivo en dos fases: donde en
una primera se produce la biomasa y en la segunda se induce a la producciéon de los metabolitos de
interés.

S. filiformis presentd resultados mas altos de F,/Fn, fotosintesis maxima, ficobiliproteinas,
carotenoides y fenoles que G. cornea, pero esta tltima mostré mayor sintesis de polisacaridos (agar) y
de capacidad antioxidante que lo encontrado en S. fiiformis. Solo se identificaron micosporinas en las
muestras de S. filiformis, lo que sugiere que las condiciones probadas no tuvieron efecto en la sintesis
de estos compuestos en G. cornea sin embargo en la literatura se han reportado MAAs en el género

Gracilaria. Es importante recalcar que este es el primer trabajo en el que se reporta el perfil de MAAs
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en S. filiformis y resulta importante ya que estos compuestos podrian estar contribuyendo en su
capacidad antioxidante.

Los datos obtenidos en este capitulo explican las diferentes estrategias de G. cornea 'y S. filiformis
para lidiar con las condiciones ambientales a las que se encontraban expuestas. Sin embargo, en el
capitulo siguiente se ahonda mas profundamente en los mecanismos que participan en estos procesos
biolégicos. La macroalga G. cornea ha sido utilizada como modelo de estudio en una gran cantidad de
trabajos con el objetivo de analizar su fisiologfa, perfil de pigmentos, micosporinas, etc.; sin embargo,
este es el primer analisis detallado del alga tropical . fiiformis. Los resultados de esta investigacion
podrian ser una guia para optimizar el uso de estas algas comestibles como productos nutraceuticos en
la industria farmacéutica y cosmética. Finalmente, es importante considerar la viabilidad de que estas
especies pueden ser producidas en cultivos controlados para mejorar su composicion o la sintesis de

ciertos compuestos.

7.5 Conclusiones

e La LB promovié los descriptores fotosintéticos (Fy/Fum, Fra. Chl @, Car y Fc), la sintesis de
metabolitos (MAAs y polisacaridos) y la actividad antioxidante en S. filiformis mientras que el
tratamiento con la combinacién LB+A tuvo el mismo efecto para G. cormea.

o En S. filiformis la irradiancia media (~350 umol fotones m™ s™) optimiz6 la sintesis de
pigmentos, fenoles, MAAs y carragenato.

o En S. filiformis 1a irradiancia alta (~700 umol fotones m™” s™) promovié valores mayores de Fuux
y de actividad antioxidante.

e En G. cormea la irradiancia baja durante el periodo de mantenimiento (~100 pmol fotones m™
s™) mejord 1a Fs, 1a cantidad de pigmentos y la capacidad antioxidante evaluada por la mayoria
de los protocolos; mientras que la irradiancia moderada estimuld la actividad antioxidante en
los extractos de ficobiliproteinas.

e No se observo crecimiento significativo en las algas evaluadas en ninguna de los tratamientos
experimentales.

e Los valores de F,/Fu, Fua, ficobiliproteinas, Car y fenoles fueron mayores en S. filiformis
comparados con los de G. cornea.

e G. cornea presento valores superiores de ficocoloides (agar) y de la actividad antioxidante de sus

extractos.
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8. CAPITULO III. Identificacion de cambios transcriptomicos, genes
responsivos y rutas especificas de transduccion en la sintesis de pigmentos
y otros productos con capacidad antioxidante en S. filiformis en respuesta a

induccién luminica

Los resultados de este capitulo estan en proceso de escritura en forma de articulo cientifico para ser
enviado a la revista Proceedings of the National Academy of Sciences (factor de impacto: 12.779).
Gene regulation plasticity of Solieria filiformis (Rodophyta) under light modulation in

controlled systems.

.

Busld Higuesialosasd

RNA total de las 20 (x2) muestras de Soieria filiformis. Gel de agarosa de las muestras enviadas para

RNA-seq.

8.1 Introduccién
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Las macroalgas marinas son organismos fotosintéticos fundamentales en la produccién de oxigeno y
la captura de carbono en los ecosistemas marinos. Como la luz es un factor ambiental crucial para su
crecimiento y supervivencia, la regulacion de la expresion génica en respuesta a esta variable es de gran
importancia para las macroalgas. La calidad y cantidad de luz son factores determinantes para su
crecimiento y supervivencia. En particular, la regulacion de la expresion génica en respuesta a la luz es
un proceso clave en la biologia de las algas rojas, y la transcriptomica se ha convertido en una
herramienta valiosa para entender como la luz afecta a estos organismos.

La transcriptomica ha proporcionado una gran cantidad de informacion sobre como las algas
rojas regulan su respuesta a condiciones luminicas especificas. La irradiancia, que es la cantidad de
energfa luminosa que llega a una superficie, es un factor importante que afecta el crecimiento y la
fisiologia de estas algas. En general, se ha observado que las algas rojas crecen mejor a una irradiancia
entre 50 y 200 umol m™s™.

Diferentes intensidades de luz pueden inducir respuestas especificas en la expresion génica,
como se demostrd en la Rhodophyta Sheathia arcnata, donde la exposicion a bajas irradiancias indujo la
expresion de genes relacionados con la fotosintesis (Nan et al., 2018). Los autores sugieren una
adaptacion a sombreado intenso observandose un incremento en la expresion de transcritos que
corresponden a proteinas del complejo antena, del aparato fotosintético y enzimas derivadas del
proceso de fijacion del carbono En uno de los primeros estudios transcriptomicos con algas rojas,
especificamente Gracilaria changii, se encontré que en condiciones limitadas de luz se sobreexpresaron
a la baja la mayoria de los genes involucrados en rutas proteicas referentes a captacion de luz, procesos
de estrés y ficobilisomas. En este caso, se observaron tasas fotosintéticas menores a las encontradas
en irradiancias altas (Ho et al., 2009).

La calidad de la luz es otro factor importante que puede influir en la expresion génica en las
algas rojas. Estos organismos utilizan principalmente la clorofila # y la ficoeritrina para la fotosintesis,
y pueden absorber la luz en el rango de longitud de onda de 400 a 700 nm. Diferentes longitudes de
onda de luz pueden inducir respuestas especificas en la expresion génica. Por ejemplo, la exposicion a
la luz roja, azul y verde en talos de Kappaphycus alvarezii expuestos a luz blanca reprimié la mayoria de
los genes relacionados con las proteinas del complejo de captacion de luz. Sin embargo, el gen que
activa el fotorreceptor fitocromo solo se encontrd en algas expuestas a luz blanca, lo que sugiere que
la calidad de la luz no es la tnica responsable de regular la expresion génica en esta especie (Thien
etal.,, 2021). En otra especie de alga roja, Pyropia haitanensis, se encontré que la luz azul promueve la

sintesis de ficobiliproteinas y la expresion de genes relacionados con la fotosintesis, mientras que la luz
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verde y roja suprimen la regulacion de genes del catabolismo de carbohidratos, pero optimizan los
valores de la fotosintesis neta (Liang et al., 2022).

La transcriptomica ha permitido identificar en las algas rojas diferentes fotoreceptores que les
permiten detectar y responder a diferentes longitudes de onda. En concreto, se han identificado dos
tipos principales de fotoreceptores: los criptocromos, asociados a la deteccion de la luz azul, y las
ficobiliproteinas, implicadas en la deteccion de la luz roja y verde (Duanmu et al., 2017). Cada especie
de macroalga marina tiene una respuesta unica a la luz, lo que sugiere que la regulacion de la expresion
génica en respuesta a la luz puede ser especifica de cada una de ellas (Singh y Singh, 2015).

Aunque se han hecho grandes progresos en la comprension de los mecanismos moleculares de
la regulacion de la expresion génica en las macroalgas, todavia hay varios desafios en la interpretacion
de los datos transcriptomicos. La falta de secuencias de referencia y de anotaciones genémicas para
muchas especies de macroalgas marinas puede dificultar la identificacién de genes especificos en los
estudios de transcriptomica. Ademas, la variabilidad entre individuos y la falta de control en las
condiciones de crecimiento pueden afectar la interpretacién de los resultados en estos estudios (Nan
et al., 2018). Dada la complejidad de los procesos bioldgicos involucrados en la respuesta de las algas
rojas a la luz, la investigacion en este campo sigue siendo desafiante. Sin embargo, se espera que los
avances tecnologicos y en el analisis de datos permitan una comprensién mas completa de la respuesta
de las algas marinas a la luz.

La investigacion en transcriptomica ha demostrado ser esencial para comprender como las
algas rojas responden a la luz y como se regulan a nivel molecular, lo que permite la identificacion de
genes clave. Esta informacién no solo puede ser valiosa para mejorar la produccion y la calidad de las
algas en la acuicultura, sino también para comprender mejor los ecosistemas marinos donde proliferan
estas especies. A pesar de los avances logrados en la comprension de los mecanismos moleculares de
la expresion génica en las macroalgas, aun quedan muchas preguntas sin respuesta sobre cémo la luz
afecta la expresion génica en estas especies. En este sentido, este capitulo presenta un andlisis
transcriptomico de S. filiformis basado en un experimento previo, con el fin de reforzar el conocimiento
obtenido sobre la fisiologia, los metabolitos y la capacidad antioxidante de esta alga en respuesta a
diferentes irradiancias y a la luz azul.

Es crucial identificar los genes involucrados en la producciéon de compuestos bioactivos para
comprender las rutas metabdlicas que sintetizan estos metabolitos. Los resultados de este analisis
podrian servir para desarrollar marcadores confiables y predecir el rendimiento en cultivos controlados.

Dado que las macroalgas tienen diversos mecanismos de adaptacion a los ambientes luminicos,
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combinar herramientas moleculares con estudios fisiologicos, como el realizado en esta tesis, podria
describir los cambios significativos en respuesta a estresores para con eso optimizar los parametros de
cultivo y obtener productos con un alto valor comercial. La capacidad probada de §. fiiformis para
modificar la sintesis de biomoléculas mediante la regulacién de la luz la convierte en una candidata

prometedora para producir nutracéuticos para las industrias farmacéutica y cosmética.

8.2 Materiales y métodos

8.2.1 Disefio experimental

Para la secuenciacion de RNA (RNA-seq) se utilizé S. filiformis proveniente del experimento descrito
en el Capitulo II. Se recolectaron talos de las cuatro réplicas de cada uno de los cinco tratamientos
experimentales. La primera recoleccion se realizé en el perfodo de "mantenimiento o control" (dfa 0
de cultivo), cuando los organismos se encontraban en condiciones de luz blanca "baja" de 100 umol
fotones m? s (C100). La segunda recoleccién se realizé en el periodo de "aclimatacion" (dia 7 de

cultivo), cuando los organismos fueron expuestos por primera vez a las dos irradiancias experimentales

1
>

de 350 y 700 pumol fotones m™® s', que podrian considerarse de intensidad media y alta,
respectivamente. Durante esta fase, los organismos estuvieron expuestos solo a condiciones de luz
blanca durante una semana (L.350+B y L700+B).

Finalmente, la tercera recoleccion se realizé en la semana dos, correspondiente al "petriodo
experimental” (dia 15 de cultivo), en el que se afiadi6 luz azul, manteniendo las mismas irradiancias de
la primera semana (.350+A y L700+A). El disefio experimental utilizado se muestra en la Fig. 14 de
la seccién de Materiales y Métodos del Capitulo II. En total, se utilizaron 20 réplicas bioldgicas para el
experimento de secuenciacion (Tabla 14). Los organismos recolectados fueron enjuagados con agua

destilada para eliminar sales, congelados mediante inmersién en nitrégeno liquido y almacenados a -80

°C para su posterior extraccion de RNA.

8.2.2 Extraccion de RNA, preparacion de librerias y secuenciacion

Se extrajo ARN total de 1 g de tejido utilizando el RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Alemania) y se tratd
con DNasa usando el Turbo DNA-free kit (Ambion Austin, EE. UU.). La concentraciéon e integridad
de las muestras se evaluaron mediante un espectrofotémetro Nanodrop™ 2000 (Thermo Scientific,
Massachusetts, EE. UU.) y una electroforesis en gel de agarosa no desnaturalizante al 1.5%,

respectivamente. Se midié la absorbancia a 230, 260 y 280 nm para estimar la pureza del RNA
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calculando las proporciones A260/A280 y A260/230 para evaluar la contaminacién por proteinas y
polisacaridos/polifenoles, respectivamente. Las muestras con proporciones mayores o iguales a 1.8 se
consideraron de "buena" calidad.

La integridad y calidad de algunas muestras se evaluaron con mayor detalle mediante un
bioanalizador Agilent 2100 acoplado a un Nanochip RNA 6000 (Agilent Technologies, CA, EE. UU.).
Las bibliotecas de secuenciacién se prepararon a partir de 3 pg de ARN total (RIN = 8) utilizando el
kit Illumina TrueSeq RNA Library Preparation V3. Se secuenciaron 20 bibliotecas en cuatro carriles
de la plataforma Illumina NextSeq 2500, lo que generd un total de 1500 millones de lecturas pareadas

de 2x150 pb.

Tabla 14. Disefio del experimento de secuenciacion por sintesis (2x150) en Solieria filiforniis.

Tiempo . . Nombre No. No. lecturas
Irradiancia Calidad luz ) s )
(semana) tratamiento réplicas aprox. (millones)

0 100 (control) Blanca C100 4
350 Blanca L350+B 4

1 20 X muestra
700 Blanca L700+B 4

400 x total

) 350 Blanca + azul L350+A 4
700 Blanca + azul L700+A 4
Total 20

8.2.3 Bioinformatica — Ensamble de novo y anotacién funcional

En una primera etapa, las lecturas en bruto de RNA-seq fueron preprocesadas para eliminar
adaptadores y recortar bases con baja calidad mediante el uso de fastP (Chen et al., 2018). Con el fin
de evitar el ensamblaje de transcritos quiméricos resultantes de la diversidad de isoformas entre las
condiciones experimentales, se realizé el ensamblaje utilizando exclusivamente las cuatro bibliotecas
de la condicién control (C100). Se empled Trinity version 2.03 (Grabherr et al., 2011) con parametros
predeterminados para llevar a cabo el ensamblaje sobre ~200 millones de lecturas de extremos
emparejados, obteniendo un conjunto de 37,686 contigs con una longitud media de 980 pb. Los contigs
se anotaron utilizando un enfoque basado en homologia mediante un proceso de blast (Altschul et al.,
1997) contra la base de datos Swiss-Prot (Boutet et al., 20106) , y se seleccionaron las mejores referencias
para cada contig a través de un Rscript casero considerando tanto el bitcore mas alto como el valor E

mas pequefio.
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Los términos de Gene Ontology (GO) para cada transcrito se recuperaron de la base de datos
UniProt utilizando la funcién de mapeo de ID (UniProtKB, 2022). El catilogo de transcritos anotados
mostr6 una longitud minima, media y maxima de 201 pb, 2013.28 pb y 22,657 pb, respectivamente.
Es importante destacar que esta media por transcrito tiene el doble de longitud que la de cualquier otro
transcriptoma de novo en algas rojas (Im et al., 2015; Jia et al., 2020; Zhang et al., 2020), lo que sugiere

que el experimento y esfuerzo de secuenciacioén son valiosos recursos para la comunidad ficologica.

8.2.4 Mapeo de lecturas, cuantificacion de abundancia de transcritos y analisis de
expresion diferencial

Para estimar la abundancia de transcritos en el genoma completo, se utilizé Kallisto con los parametros
predeterminados para pseudo-alinear las lecturas limpias con el transcriptoma de referencia (Bray et al.,
2016). Se excluyeron los transcritos con una mediana de recuento de lecturas inferior a cinco para el
analisis posterior. LLa normalizacién de datos y los analisis de expresion diferencial se realizaron con
DESeq2 R (Love et al., 2014) con el objetivo principal de identificar los transcritos relacionados con
la respuesta a las condiciones de irradiancia y calidad de luz. Para lograr esto, se realizé una serie de
analisis comparativos de la expresion diferencial entre todas las condiciones experimentales, generando
un total de 10 contrastes. Se consideraron transcritos expresados diferencialmente utilizando un FDR
< 0.01.

Se llevo a cabo un andlisis adicional mediante un analisis de componentes principales (ACP),
utilizando los valores vst transformados para estabilizar la varianza. Este analisis permitié separar las
muestras en un espacio 2D y detectar inconsistencias en los tratamientos. Ademas, para describir el
patron general de la respuesta transcripcional a las condiciones de luz, se utilizé un heatmap y un
enfoque de agrupamiento, donde los genes se agruparon mediante una distancia euclidiana. Los valores
de expresion normalizados se graficaron en heatmaps con puntuaciones z para los genes.

Los analisis de enriquecimiento GO se realizaron de forma independiente para cada catalogo
de transcritos diferencialmente expresados obtenido de los contrastes mencionados anteriormente.
Para este analisis, todos los transcritos anotados y expresados en las bibliotecas control se definieron
como fondo. Los analisis definitivos se ejecutaron utilizando el paquete TopGO R (Alexa et al., 2006)
mediante el algoritmo weightO1 y se utilizé un valor de p < 0.1 para definir sf los términos GO se
encontraban enriquecidos. Se representaron las distribuciones de los tamafios de los efectos (log2FC)
de los genes anotados en los términos GO que cumplian con el limite de < 0.1 mediante diagramas de

dispersion horizontal y violin.

92



8.2.5 Andlisis estadistico de los resultados transcriptdmicos

Se selecciond un conjunto especifico de 113 genes anotados y caracterizados que se relacionan con la
fotosintesis, la actividad antioxidante y la biosintesis de polisacaridos de la base de datos de
transcriptomas. Se logré encontrar coincidencia para el 100% de estos genes utilizando los
identificadores UNIPROT. Después, se compar6 la distribucion de las estimaciones de log2FC para
el conjunto de los 113 genes seleccionados con una muestra aleatoria de ~6000 genes anotados,
mediante diagramas de densidad. Para evaluar si las diferencias en el log2FC entre los dos conjuntos
de genes fueron aleatorias, se simulé una distribucién teérica para un estadistico “t” basado en una
media poblacional de p = 0.030. Por ultimo, se estimé la probabilidad de que el estadistico “t”
observado fuera mayor que la media poblacional esperada y se obtuvo el intervalo de confianza de 0.95

para la distribucion tedrica log2FC. Se utilizaron la biblioteca Tidymodels R (Kuhn y Wickham, 2020)

y técnicas de modelado estadistico para llevar a cabo este analisis.

8.3 Resultados

8.3.1 Perfil general transcriptémico en respuesta a la irradiancia y la calidad de luz

Se utiliz6 un enfoque basado en secuenciacion de proxima generacion (NGS) para analizar la
respuesta transcripcional de todo el genoma de Solkeria filiformis a diferentes combinaciones de
condiciones de irradiancia y calidad de luz (Tabla 14). Se realizaron diecinueve bibliotecas de
secuenciacién 2x150 en el experimento de NGS, lo que result6 en un total de 547 millones de pares
de lectura. El nimero bruto de pares de lectura varié de 20 millones a 36 millones por biblioteca, con
un promedio de 19 millones (Apéndice 4). Este esfuerzo de secuenciacion es suficiente para cubrir los
aproximadamente 17,000 transcritos detectados en otros experimentos de ensamblaje de
transcriptomas de algas rojas (Choi et al., 2013; Xie et al., 2013; Zhang et al., 2022).

Posterior al ensamblaje de novo, se identificaron un total de 37,686 contigs que tenfan una
longitud superior a 200 nucleétidos. La longitud mediana de los contigs fue de 453 nucleétidos, y el
contig mas largo tuvo una longitud total de 22,657 nucleétidos. Estos resultados sugieren que el
enfoque de ensamblaje capturé una amplia gama de transcritos que incluyen mRNA codificadores de
proteinas, asi como RNA largos no codificantes (InRNA) y otras moléculas de RNA. Es importante
tener en cuenta que como el ensamblaje se realizo6 solo utilizando las bibliotecas del control, el empalme

alternativo causado por los tratamientos de luz no se incluy6 en el transcrito de referencia. Sin embargo,

93



aunque el enfoque no tuvo en cuenta las diferencias discretas en la diversidad de transcritos en el
experimento completo, sigue siendo adecuado para capturar las diferencias cuantitativas en la
abundancia de transcritos en respuesta a las condiciones experimentales.

Tras mapear las lecturas sin procesar de cada biblioteca al conjunto de 37,686 transcritos, se
encontré que el nimero medio de lecturas emparejadas alineadas fue de 19.5 millones (65%). Mientras
que el minimo y el maximo fueron de 5.7 millones (23%) y 31.73 millones (86%), respectivamente.
Estos porcentajes se encuentran dentro del rango esperado para un transcriptoma de referencia (Xie
etal.,, 2014; Conesa et al.,, 2016). Sin embargo, el porcentaje mas bajo de lecturas asignadas de una
biblioteca especifica (23%) podria deberse a una calidad deficiente de la biblioteca de cDNA o que una
gran parte de las lecturas en la biblioteca fueron transcritas a partir de genes de RNA ribosomal.

Después de normalizar y eliminar los transcritos con baja expresion (mediana del recuento de
lecturas por transcrito < 5), se obtuvieron un total de 17,994 transcritos. Para identificar las diferencias
transcripcionales entre las distintas condiciones experimentales, se realiz6 un analisis de componentes
principales (ACP) de las muestras de cada tratamiento (Fig. 24, A). Los resultados mostraron que el
CP1 (41%) y el CP2 (18%) explicaron alrededor del 60% de la variabilidad en la expresion debida a las
diferentes condiciones de luz. Ademas, se observé una alta congruencia entre las muestras, como se
puede ver en la distribucién de cada réplica. Cabe mencionar que se eliminé una de las 20 muestras
secuenciadas para el analisis 2z silico debido a inconsistencias en los resultados, lo que sugiere una alta
variabilidad biol6gica o un mal manejo de esa réplica en particular.

De los 17,994 transcritos que se expresaron de manera consistente, un total de 6090 (33%)
presentaron una coincidencia de alta calidad en la base de datos SWISSPROT. Este porcentaje es
similar al que se ha observado en otras algas rojas, como Pyropia tenera, Pyropia haitanensis, Kappaphycus
alvarezii y Pyropia yezoensis (Chot et al., 2013; Wang et al., 2015; Zhang et al., 2015; Zhang et al., 2020).
Esto indica que una gran parte de estos transcritos podrian codificar proteinas menos conocidas u
otras clases de RNA, como los RNA no codificantes largos (InRNA). En promedio, cada gen
transcribié 1.53 isoformas. Valores altos de transcritos que codifican para una unica proteina (> 100
transcritos por proteina) se identificaron y anotaron como elementos transponibles (transposon). La

mediana de longitud para los transcritos anotados fue de 1189 nucleétidos, mientras que los contigs
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Figura 24. El anilisis transcripcional del genoma completo de Soleria filiformis revel6 un papel
significativo tanto de la irradiancia como la calidad de luz en los cambios en la abundancia de
transcritos. A) El grafico de dispersion que muestra PC1 y PC2 sugiere un marcado efecto de la luz
azul en la abundancia de transcritos. B) Graficos de volcan que muestran la distribucion de los tamanos
del efecto y la relevancia de los andlisis de abundancia en los transcritos diferenciales entre los
contrastes. Los graficos de alfombra muestran la densidad de cada variable. C) Los valores de expresion
normalizados se muestran como “scores” Z para las 19 bibliotecas empleadas en el analisis
transcriptomico. El dendograma en el lado izquierdo denota los grupos de genes agrupados con base
en la distancia euclidiana.
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sin coincidencia en la base de datos tuvieron una mediana de longitud de 396 nucleétidos, lo que
sugiere que es mas probable que los contigs mas largos codifiquen a proteinas conocidas.

Para investigar qué parte del transcriptoma y qué mecanismos moleculares estan involucrados
en la respuesta fisiolégica de S. filiformis a las condiciones de luz del experimento, se realizaron analisis
de expresion génica diferencial. De los 6090 transcritos expresados y anotados de manera consistente,
un conjunto de 2621 (43%) mostr6 una expresion diferencial consistente en los 10 contrastes (Fig. 24,
B). Se observo variabilidad en los tamafos del efecto de las diferencias en la acumulacién de transcritos
en los conjuntos de genes entre los diferentes tratamientos. Los resultados indican que la adicion de
luz azul, seguido de la irradiancia alta (L700) tuvieron un efecto claro en el tamafno del efecto (Fig. 24,
B), lo que se reflejo en una mayor supresion o induccion del conglomerado de genes.

Entre los 2621 transcritos expresados diferencialmente, la relaciéon de regulacion al alza y a la
baja vari6 entre 35/65 y 57/43. Por ejemplo, en comparacién con las condiciones control (C100), el
tratamiento L700+A mostré una proporcién de regulacion al alza/a la baja de 45/55, mientras que
esta proporcion fue de 57/43 al comparar C100 contra 1.350+A. Estas propotciones observadas
difieren significativamente de la hipdtesis nula de una proporcion 50/50 (p < 0.01 en la prueba
binomial), lo que sugiere que la irradiancia juega un papel importante en la respuesta fisioldgica a la
luz.

Por el contrario, en las comparaciones entre el control (C100) y los tratamientos 1.700+B y
L350+B, las propotciones fueron de 50/50 y 52/48, respectivamente. Estas propotciones no se
desvian significativamente de la proporcidon esperada 50/50 (p < 0.01 en la prueba binomial). En
conjunto, estos resultados sugieren que, sin importar las condiciones de irradiancia, la calidad de luz
desempefia un papel fundamental en la direccion de la respuesta transcripcional de S. filiformis ante la
foto estimulacion.

Por otro lado, en la Fig. 24, C, se presentan los niveles de expresiéon normalizados (scores Z)
para los genes de las 19 librerfas para observar la variacion entre las réplicas y sus patrones generales
(genes inactivos o activos) en relacién con las condiciones luminicas. Se ha documentado ampliamente
que los genes que participan en procesos biolégicos comunes se expresan de manera coordinada. Los
enfoques de agrupamiento son una estrategia adecuada para identificar grupos de genes expresados
coordinadamente.

En este estudio, se realiz6 un analisis de agrupamiento basado en la distancia euclidiana de
perfiles de expresion génica normalizados, lo que permiti6 identificar ocho grupos principales (Fig. 24,

C). El dendrograma vertical agrupa los genes en clisteres seguin sus patrones de expresion (genes co-
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expresados). Se observo una clara homogeneidad en la expresion de los genes entre las réplicas de cada
tratamiento. En los dos primeros grupos, las irradiancias media y alta inactivaron la mayoria de los
genes en comparacion con el control (luz baja). Sin embargo, en los clusteres restantes, los genes se
encontraban suprimidos con luz baja, y en los tltimos cuatro grupos, la luz azul sobreexpresé al alza
el conglomerado de genes. Por otro lado, en el tercer clister, la adiciéon de luz azul inactivo la mayoria
de estos. Es importante destacar que la irradiancia tuvo un efecto significativo en el grupo mas
abundante, donde la irradiancia media activé los genes, independientemente de la calidad de la luz.
Estos resultados sugieren que la luz azul, sin importar la irradiancia, puede tener tanto efectos
de regulacion a la baja como al alza en algunos grupos de genes. Por otro lado, en irradiancias altas o
medias, la luz blanca tiende a estimular una respuesta de induccién en otros grupos de genes. En
conjunto, estos resultados sugieren que la irradiancia y la calidad de la luz juegan roles diferentes, pero
quizas complementarios en la fisiologfa de S. filiformis. La irradiancia podria estar influyendo en la
magnitud de los cambios de expresion génica, mientras que la calidad de luz modulando la direccion

de estos.

8.3.2 Funciones bioldgicas enriquecidas asociadas a la respuesta de los tratamientos
luminicos

Para identificar los procesos biolégicos que intervienen en la respuesta fisiologica de S. filiformis a las
condiciones de luz probadas, se llevé a cabo un analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes. En
este analisis, se utilizé el catalogo completo de 6090 genes como fondo, y el conjunto de 2621 genes
con expresion diferencial como conjunto de prueba. De manera general, el analisis GO permitié
clasificar los genes que presentaban enriquecimiento significativo (p < 0.1) en cinco nodos (Fig. 25):
transporte proteico (GO:0015031), sistema de ubiquitinacién (GO:0016567), respuesta a estrés
oxidativo (GO:0006979), ruta de UFMylation (GO:0071569) y complejo hierro/azufre (GO:0016226).
Estos procesos biologicos tienen una clara asociacion con las maquinarias moleculares relacionadas
con la fotosintesis.

Al contrastar los tratamientos experimentales, se observé que los genes relacionados con la
UFMpylation y los de estrés oxidativo estaban principalmente regulados a la baja, mientras que los del
complejo hierro/azufre se encontraban al alza. En particular, la luz azul tuvo un efecto represor en el

proceso de UFMylation, el cual es responsable de mediar las modificaciones covalentes en proteinas y
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esta intimamente ligado con las ubiquitinas. Por otro lado, los genes que participan en los procesos de
estrés oxidativo se sobreexpresaron con luz alta en comparacion con aquellos tratamientos irradiados
con luz media. No se observaron cambios significativos en las categorias de transporte y ubiquitinacion
al comparar las condiciones de luz probadas (Fig. 25, F).

En general, los genes relacionados con los procesos mencionados en cada uno de los
tratamientos presentaron patrones de expresion constantes. La Fig. 25, A-E muestra los genes
asociados con cada una de las categorias enriquecidas presentadas previamente, su anotacioén funcional
y sus niveles de expresion en cada uno de los tratamientos experimentales. En particular, es importante
destacar que el efecto de la luz azul tuvo un impacto significativo en los genes relacionados con el
estrés oxidativo y la UFMylation. Los tratamientos con luz azul activaron una mayor cantidad de genes
en comparacion con el control, donde solo se irradié con luz blanca.

Considerando los datos fisiolégicos y metabolicos obtenidos en el Capitulo 11 y los resultados
del analisis transcriptémico, la respuesta de S. filiformis a la irradiancia y calidad de luz se puede dividir
en tres rubros principales: fotosintesis, sistema antioxidante y sintesis de polisacaridos. En las siguientes
secciones, se describen y detallan los genes significativos que, aunque no mostraron enriquecimiento
en el analisis, son relevantes para complementar la informacién de este trabajo y explicar de manera

mas robusta el efecto de la luz en la respuesta de . filéformis.

8.3.3 Andlisis metabdlico y transcriptomico general de S. filiformis en respuesta a los
tratamientos luminicos
En los diagramas de densidad de los 10 contrastes (Fig. 26, F), se compararon las distribuciones de
estimaciones del log2FC entre los genes seleccionados (fotosintesis, antioxidante, polisacaridos) y los
aleatorios. Se observé una clara tendencia entre los contrastes, y es importante mencionar que la
muestra aleatoria de genes no presentd una expresion diferencial significativa, mientras que el set de
genes relevantes para el estudio si present6. La modulacion principal de esta expresion diferencial fue
por la irradiancia en la mayoria de los contrastes. Los tratamientos con irradiancia media (I1.350)
tendieron a inducir los genes relevantes, mientras que las irradiancias altas (I.700) reprimieron la
mayoria de los genes en comparacion con el resto de los tratamientos.

La segunda variable que indujo la mayor parte de los genes segun los contrastes fue la calidad
de luz azul, por lo que de manera general el tratamiento que expreso al alza la mayor cantidad de los
genes seleccionados fue L350+A y el que reprimio6 la mayor cantidad fue L700+A. Por otro lado, los

graficos de densidad para el contraste C100 v L700+A (Fig. 26, D-E) mostraron que el grupo
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seleccionado de genes presentd aleatoriedad, ya que presentd una clara desviaciéon con respecto a la
media esperada o tedrica. Por lo tanto, se puede afirmar que el set de genes seleccionados tiende a
presentar expresion diferencial como respuesta a las condiciones luminicas probadas, y que el grupo

de genes relevantes tiene un comportamiento distinto al resto del transcriptoma.

8.3.4 Respuesta fotosintética a la irradiancia y la calidad de luz

El analisis transcriptébmico permiti6 identificar los genes relacionados con la fotosintesis, incluyendo
las proteinas asociadas con los fotosistemas, los complejos de absorcién y los pigmentos, los cuales
desempefian un papel fundamental en los procesos fisiologicos de las algas. En la Fig. 26, A se pueden
observar los resultados del analisis, donde la mayorfa de los genes que participan en las rutas
fotosintéticas se encontraron significativamente regulados al alza en irradiancias medias (I.350). Estos
genes estan directamente relacionados con el PSII, como el gen psbA que codifica la proteina D1 del
fotosistema II, la proteina del centro de reaccién del fotosistema II CP47 (psbB), CP43 (psbC), el
complejo de proteinas del nicleo del PSII, entre otros (Apéndice 5).

En cuanto al fotosistema I (PSI, por sus siglas en inglés), solo se identificaron seis genes, de
los cuales el gen psaA se encontré marcadamente regulado al alza en L700+A. Ademas, el gen PGR5
y los genes que median la transferencia de energia y electrones entre los fotosistemas, como la
subunidad de hierro-azufre del complejo citocromo b6-f (petC) y la subunidad O del fotosistema I
(psaO), se encontraron todos regulados al alza en 1.350+ A, solo este dltimo también fue inducido con
L350+B. El gen psbP que codifica para la proteina 2 del potenciador de la evolucién del oxigeno se
encontré marcadamente inducido en L350+ A al contrastar con el resto de los tratamientos.

El segundo grupo mas grande de genes identificados esta relacionado con el complejo de
recolecciéon de luz (LHC, por sus siglas en inglés), el cual es responsable de la transferencia de energia
y los procesos de fotoproteccion que son regulados por las condiciones de luz. Dentro de este grupo,
se encontro el gen que codifica la proteina 4 de unién clorofila a-6 (LHCA4), el cual se observéd
regulado al alza en condiciones de irradiancia media (L350). Ademas, se encontraron otros genes que
codifican proteinas de unién clorofila #-6 (LHCI, LHCA1, LHB4, CABLL-1, CABIR, CABS) y la
proteina LHCP de translocaciéon de defectos (LTD), todos regulada al alza en irradiancia media,
principalmente para L.350+A. Estos genes son los encargados de regular la acumulacién de pigmentos

en las plantas.
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Con respecto al transporte de electrones, se identificé el gen cpeD, el cual se encontrd
notablemente inducido en 1.700+B, solo reprimido al adicionar luz azul, pero en alta irradiancia
(LL700+A), y se traduce en el polipéptido conector de 27,9 kDa de la proteina ficobilisoma asociada a
la ficoeritrina. El mismo efecto se observé con el gen PHEG también relacionado con la sintesis de
este pigmento.

En relacién con la sintesis de clorofila, se encontraron varios genes significativamente
regulados al alza en L350+ A, incluyendo chlH, que esta relacionado con la subunidad de la proteina
magnesio-quelatasa, y chlP, que también participa en la sintesis de tocoferoles. Ademas, se identificd
otro gen, porA, que codifica para la protoclorofilida reductasa y fue sobre inducido en el tratamiento
previamente mencionado. El gen PAO, que participa en el catabolismo de la clorofila (feoférbido a
oxigenasa), fue significativamente inducido en irradiancia baja y media.

Asimismo, se encontraron los genes GSA, que produce glutamato-1-semialdehido 2,1-
aminomutasa, y CTHI1, que traduce a la magnesio-protoporfirina IX monometil éster [oxidativo]
ciclasa 2, siendo activados marcadamente en L350+A. Ocho genes relacionados con la biosintesis de
carotenoides, entre los que se encuentran ACO y CCD1 expresados al alza en irradiancia media, ZCIS
inducido en L700+B y crtQ en los tratamientos con luz blanca. El resto, que codifican para licopeno

y zeaxantina, se encontraron marcadamente inducidos con luz blanca (Apéndice 5).

8.3.5 Respuesta antioxidante a la irradiancia y la calidad de luz

Solieria filiformis es capaz de sintetizar compuestos biologicos para enfrentar el estrés oxidativo en los
procesos fotosintéticos causados por condiciones de alta irradiancia. Los resultados del analisis
transcriptomico (Fig. 26, B) indican que el tratamiento L.350+A indujo significativamente genes que
sintetizan metabolitos encargados de eliminar los peréxidos de hidrégeno, como la L-ascorbato
peroxidasa S y 3 (APXS, APX3). Ademas, se identificaron otros genes relacionados con metabolitos
como la tiorredoxina tipo M (trxM) y la superéxido dismutasa (SODB), los cuales son responsables de
la eliminacién de los radicales superoxido y la transferencia de electrones (Apéndice 6). También se
encontro la peroxiredoxina-5 (PRDX5), que se encarga de reducir la actividad de la peroxidasa. Estos
tres genes se encontraron inducidos al alza en L350+ A.

Finalmente, se identificaron otros genes, que colaboran con la eliminacién de radicales libres y

cuentan con una potente actividad antioxidante como la metacaspasa-5 (AMC5), la péptido metionina
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sulféxido reductasa A4 (MSR4) y la 2-Cys peroxirredoxina (BAS1) inducidos con luz media (LL350);
ademas de la tirosina-proteina fosfatasa (OCA1) y la pirina (Pir) marcadamente al alza en L700+A.
Aunque no se encontraron genes directamente implicados en la sintesis de aminoacidos tipo
micosporina, se identificaron ocho genes relacionados con el transporte de nitrogeno a nivel celular
(Apéndice 6). Estos genes incluyen el NRT2.2, que codifica para el transportador de nitrato de alta
afinidad 2.2, ASP5, que es responsable de la aspartato aminotransferasa, y AMT1-3, que esta
relacionado con la seccién 3 del transportador de amonio 1. Se observé una regulacion al alza de todos

estos genes en irradiancia media, mientras que el gen NRT2.5 se encontré inducido en L350+A y

L700+B.

8.3.6 Modulacién de la sintesis de polisacaridos por la irradiancia y la calidad de luz

La mayoria de los genes relacionados con la sintesis de carbohidratos y polisacaridos se encontraron
regulados a la baja en la mayorfa de los tratamientos, excepto en 1.350+A donde se observaron
significativamente inducidos (Fig. 26, C). Por ejemplo, se identificaron genes como PGMP, GBSS,
AMY3 y agaB34 (L700+A), que codifican para la fosfoglucomutasa, la almidén sintasa 1 unida a
granulos, la alfa-amilasa 3 y la beta-agarasa, respectivamente, de los cuales solo este ultimo mostré una
inducciéon marcada por la luz azul (Apéndice 7). Ademas, el gen dagA, relacionado con la actividad de
la beta-agarasa y la UDP-glucosa pirofosforilasa (UGP) que actia como donante de glucosilo, también
se encontraron sobre inducidos en 1.350+A.

Por otro lado, se identificaron tres genes que codifican para la glucosa-6-fosfato isomerasa
(GPIC), la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa A (GAPA), y la fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBP).
Ademas, se encontré que el gen spsC, relacionado con la proteina de biosintesis de polisacaridos,

estaba inducido en condiciones de irradiancia baja (C100) y media (L350).

8.4 Discusién

Hasta el momento, la investigacién sobre la respuesta transcriptomica de algas rojas a diferentes
condiciones de luz se ha limitado a un numero reducido de especies. Por lo tanto, la creaciéon de un
ensamblaje del transcriptoma y un catalogo de expresion génica de Soleria filiformis representa un
recurso valioso que podria mejorar y acelerar el estudio de los mecanismos fisiologicos y moleculares
de esta alga en respuesta a las distintas condiciones de luz. Con base al analisis de enriquecimiento, se

pudieron clasificar los procesos mas importantes segun la expresion de los genes que participan en
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ellos. Uno de los grupos con mayor numero de genes se relaciona con el transporte, que abarca el
movimiento de nutrientes, agua, sales, gases y otros compuestos dentro de la célula y entre células. Se
observé una tendencia similar en un estudio previo sobre Pyropia haitanensis, en el que la mayorfa de los
genes estaban relacionados con el movimiento de carbohidratos, coenzimas, metabolitos y
aminoacidos (Xie et al., 2013).

El transporte puede verse afectado por factores ambientales como la luz y la disponibilidad de
nutrientes en el medio. Por ejemplo, la luz puede regular la expresion de los transportadores de
nutrientes en la célula al actuar como una sefial para la fotosintesis, lo que afecta la absorcion y
transporte de nutrientes. Ademas, la luz también puede influir en la distribucién de pigmentos
fotosintéticos y proteinas asociadas a la membrana celular, lo que a su vez puede influir en el transporte
de iones y moléculas a través de la membrana.

La irradiancia también afecta el transporte de electrones y la produccién de adenosin trifosfato
(ATP, por sus siglas en inglés) en la cadena de transporte de electrones, lo que influye en la capacidad
de las algas para generar energia a partir de la fotosintesis (Carrillo y Vallejos, 1983). La exposicion a
ciertos tipos de luz puede estimular la produccién de compuestos bioactivos en algunas algas, como
es el caso de §. filiformis. En este trabajo se observo que la exposicion a luz azul alta (L700+A) indujo
un grupo significativo de genes relacionados con procesos de transporte, seguido del tratamiento
L700+B. Esto sugiere que las altas irradiancias activaron la maquinaria de transporte de iones en S.
filiformis, 1o que implica un gasto energético para equilibrar los fotosistemas y lidiar con las condiciones
luminicas.

Ademas, S. filiformis present6 los valores mas bajos de F./Fn en condiciones de irradiancia alta,
lo que sugiere que necesitd activar ciertos mecanismos relacionados con el transporte para lidiar con
dicha condicién. Es importante destacar que los talos utilizados fueron cosechados de tanques al aire
libre expuestos a condiciones luminicas variables y que la cepa utilizada no estaba adherida a un
sustrato, lo que podria haber contribuido a su capacidad para sobrevivir en irradiancias altas. Otro de
los grupos con mayor numero de genes se relaciona con el estrés oxidativo, pero se hablara de ¢l mas
adelante en esta seccion debido a su importancia para este trabajo y su relaciéon con los metabolitos
evaluados.

El siguiente grupo esta asociado con el proceso de ubiquitinacion, el cual esta ligado a otro
proceso llamado UFMylation que también mostrd relevancia en el analisis. La ubiquitinacién es un
proceso crucial en el cual las proteinas son etiquetadas con moléculas de ubiquitina, marcandolas para

su degradacion o reciclaje. En las algas y plantas superiores, este proceso es importante para regular la
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respuesta a la fotosintesis, el estrés, la diferenciacion celular, la homeostasis proteica y el crecimiento
(Hoecker, 2017; Kim et al., 2017; Gabilly et al., 2019; Tokutsu et al., 2019). Se ha demostrado que la
ubiquitinacion es necesaria para la reparacion del dafio del DNA después de la exposicion a la radiacion
UV vy la luz azul. Ademas, la exposicion a la luz puede activar o desactivar enzimas especificas
involucradas en la ubiquitinacion, afectando la estabilidad y funcién de las proteinas celulares (Zhang
et al., 2015; Xu y Xue, 2019; Ponnu, 2020).

Los resultados de este trabajo sugieren que las irradiancias altas (L700) y medias (L350)
reprimieron la mayorfa de los genes involucrados en el proceso de ubiquitinacién, mientras que solo
se observo su activacion en el control (C100). Esto podria indicar un estrés oxidativo significativo en
irradiancias por encima de los 350 umol fotones m™ s-', lo que podria resultar en un desequilibrio en
el metabolismo proteico. Para corroborar esta hipotesis, serfa necesario medir los metabolitos
relacionados con la capacidad antioxidante, sin embargo, como se describe mas adelante los genes que
participan en su sintesis fueron identificados en este analisis y mostraron expresion diferencial.

La UFMylation es un proceso similar a la ubiquitinacion, pero implica la adicién de una sola
ubiquitina (UFM1), sugiriendo una funcion especifica. En las plantas, la UFMylation es importante en
la regulacién de la fotosintesis y la adaptacion al ambiente (Wei y Xu, 2016; Banerjee et al., 2020).
Aunque atn se estan investigando los detalles exactos de este proceso en estos organismos, se sabe
que la UFMylation esta influenciada por la luz ya que se lleva a cabo en los cloroplastos. La exposicion
a diferentes longitudes de onda de la luz puede afectar la actividad de la enzima UFMI1 ligasa y, por lo
tanto, la UFMylation (Habisov et al., 2016). En este trabajo, se observo que la luz azul tuvo un efecto
significativo en la inducciéon de dos genes que codifican para la UFM1 ligasa.

En cuanto a los genes relacionados con el complejo hierro/azufre, se identificaron seis que
resultaron significativos en este estudio. Sin embargo, en la mayorfa de los tratamientos, estos genes
estaban ligeramente inducidos, excepto en L.350+B y L.700+B donde se encontraban marcadamente
al alza. Los complejos hierro-azufre son parte fundamental de los centros de reaccioén de la fotosintesis.
Estos centros contienen clusteres de hierro y azufre que actian como cofactores y permiten a las
proteinas realizar sus funciones y absorber la energfa luminosa necesaria para la fotosintesis. Ademas,
son esenciales para la transferencia eficiente de electrones y la produccion de energia. Una exposicion
excesiva a la irradiancia puede tener efectos negativos en los complejos hierro-azufre y por ende en los
procesos fotosintéticos. También tienen otras funciones importantes en las algas, como la regulacion
del metabolismo y la respuesta al estrés (Sandmann y Malkin, 1983; Kim y Jung, 1992; Balk y Pilon,
2011).
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8.4.1 Efecto de las condiciones de luz en el aparato fotosintético y los pigmentos

Los pigmentos son fundamentales en los procesos de fotosintesis, ya que intervienen en la
transferencia energética y en la proteccion de las macroalgas cuando la irradiancia es demasiado alta.
En este estudio, se observé que la sintesis de clorofila « fue mayor en los tratamientos con luz blanca,
lo que se correlacioné con valores de fotosintesis maxima superiores al exponer a S. filiformis a
irradiancias altas. Sin embargo, se observé una expresion marcadamente a la baja de chlH, chlP y GSA,
genes que participan en la biosintesis de Chl « en los tratamientos con irradiancias altas. Esto podtia
explicarse, debido a la necesidad de sintetizar mayor cantidad de Chl «z en condiciones de irradiancia
media. Por el contrario, un estudio con Gracilarigpsis reportd que los genes CHL eran inducidos con
luz blanca (Zhang et al., 2022).

Ademas, se encontrd que la mayorfa de los genes relacionados con los complejos de absorcion
de energia (LHCI, LHCA1, LHCB4, LHCB5) se expresaron marcadamente al alza en condiciones de
irradiancia media (L350+A, L350+B), lo que sugiere que S. filiformis fue mas eficiente en la absorcion
energética bajo estas condiciones independientemente de la calidad de luz. Aunado a lo anterior, en
condiciones de irradiancia media y luz blanca la mayoria de los genes relacionados con los carotenoides
se encontraron significativamente al alza, los que concuerda con el tratamiento que generd la mayor
concentracion de carotenoides en el presente estudio (I.350+B). Un estudio con Macrocystis pyrifera
también mostré una induccioén de los genes relacionados con los complejos de absorcién (LHC) en
organismos expuestos a irradiancias similares a las del disefio experimental utilizado (Konotchick et al.,
2013).

La proteina potenciadora de evolucién de oxigeno 2 (OEE2) es una proteina esencial en el
proceso de fotosintesis en las algas, ya que forma parte del complejo proteico del fotosistema II (PSII),
que es el responsable de la oxidacién del agua y la produccion de oxigeno. Se ha demostrado que la
OEE2 tiene una funcién importante en la proteccion del PSII contra dafios oxidativos y en la
regulacion de la eficiencia fotosintética en condiciones de luz excesiva (Mayfield et al., 1987). La
exposicion a la luz azul induce la expresion de genes (psb) que codifican para OEE2 en algunas plantas
superiores (Lopez-Juez y Hughes, 1995). Los resultados de este trabajo mostraron una marcada
expresion al alza del gen psbP y del grupo que codifica a esta proteina en condiciones de luz azul e
irradiancia media.

Por otro lado, se observé que el gen psbA, el cual codifica a la proteina D1 responsable de

recibir la energia de excitacion y formar el nicleo de reacciéon del PSII (Edelman y Mattoo, 2008), se
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encontraba también inducido en el tratamiento L350+ A. Zhang et al. (2022) reportaron un resultado
similar en el alga roja Gracilarigpsis lemaneiformis al adicionar luz azul. Esto sugiere que S. filiformis tuvo
la capacidad de procesar efectivamente la irradiancia media suplementada. Ademas, fue en esta
condiciéon (L350) donde la mayoria de los genes relacionados con la fotosintesis se encontraban
inducidos. Por otro lado, Heinrich et al. (2015) sugieren que la exposicion a radiacion UV tiene mayor
efecto en la expresion génica que la irradiancia media-alta, sin embargo, en este experimento no se
suministré luz UV,

Algo similar sucedi6 con el gen porA que estuvo sobreexpresado en 1.350+A. Este gen codifica
a la protoclorofilida reductasa (POR), una enzima que cataliza la reduccién de protoclorofilida, un
precursor de la clorofila, a clorofilida mediante la transferencia de electrones desde la ferredoxina a
través del complejo ferredoxina-POR. En particular, la POR juega un papel importante en la
fotoproteccién, la fotoinhibicidon y la recuperaciéon de la fotosintesis posterior a una condicion
estresante (Heyes y Hunter, 2005). En condiciones de irradiancia media-alta, se ha observado un
aumento en la expresion y la actividad de la POR en plantas superiores, lo que sugiere que juega un

papel importante en la adaptacion a irradiancias elevadas (Mapleston y Griffiths, 1980).

8.4.2 Efecto de las condiciones de luz en el sistema antioxidante

Se observé que la luz azul afectd significativamente la expresion de genes relacionados con
procesos antioxidantes, como MSBR2 y SEC24C. El gen VTEI, que protege los complejos
fotosintéticos y participa en la sintesis de tocoferoles, ha sido reportado previamente como activado
por altas irradiancias en plantas terrestres (Diuzewska et al., 2015; Kumar et al., 2020). Sin embargo,
en este experimento, se observo que VIE1 estaba sobreexpresado en condiciones de baja luz (C100).
De manera similar, se encontrd que el gen MSBR2, que se ha reportado que se estimula con luz alta
(Dos Santos et al., 2005), estaba activado en condiciones de irradiancia media (I.350) en este analisis.

Aunado a lo anterior, algunos genes encargados de la destrucciéon de radicales superéxido
también fueron modulados por la luz azul, como PXDNL, aunque sélo algunos de ellos se encontraron
sobreexpresados. Este gen se encontré marcadamente inducido en los tratamientos con luz azul, al
igual que TRR1 y OCA1. Estos genes codifican proteinas involucradas en la regulacion del estado de
oxidacion de proteinas, en mantener un equilibrio redox adecuado dentro de la célula, en procesos de
proteccion antioxidantes, eliminacion de perdxidos organicos y respuesta al estrés ambiental (Gelhaye

etal.,, 2005; Ambruso, 2013; Lee et al., 2020; Bheri et al., 2021). El hecho de que estos genes se
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encontraran sobreexpresados en luz azul sugiere que estas condiciones pudieran ser estresantes para
S. filiformis. Ademas, los porcentajes de la capacidad antioxidante del extracto metandlico fueron
mayores en luz azul. En general, la irradiancia media (I.350) indujo la mayor cantidad de genes del
sistema antioxidante.

Se ha demostrado que las especies reactivas de oxigeno pueden influir en la expresion de genes
y la sintesis de ciertos metabolitos (Ramel et al., 2012; Dietzel et al., 2015; L. Wang et al., 2016). La luz
azul tuvo un impacto significativo en la actividad antioxidante de los extractos metanolicos y de buffer
de fosfatos, aumentando y disminuyendo en irradiancias altas, respectivamente. Ademas, los genes
relacionados con el transporte de nitrégeno y el metabolismo energético, que estan involucrados en la
sintesis de micosporinas, fueron modulados por la calidad de luz en los tratamientos con irradiancia
media (.350). Estos genes se suprimieron en irradiancias altas (I.700) y se activaron en las medias, lo
que coincide con la sintesis de micosporinas observada en este estudio. En particular, se observé un

aumento en la cantidad de shinorine y palythine en el tratamiento 1.350+B.

8.4.3 Efecto de las condiciones de luz en la produccion de carragenato

En este estudio, se encontré que el contenido de carragenato de S. filiformis disminuy6 en
LL350+A, mientras que en la irradiancia alta se observé un incremento al adicionar luz azul. Estos
resultados no correspondieron con los hallazgos del andlisis transcriptémico, que mostraron una
regulacion al alza de genes relacionados con la sintesis de polisacaridos en el tratamiento 1.350+A. Por
ejemplo, los genes PGMP y GBSS, que regulan la sintesis de glucosa y amilosa respectivamente, se
encontraban sobre inducidos en este tratamiento. El gen spsC se encontraba también regulado al alza
en condiciones de irradiancia media, el cual juega un papel importante en la sintesis de polisacaridos
(Charnock y Davies, 1999; Knurr et al., 2003).

La irradiancia alta con luz azul (L700+A) estimulé la inducciéon de solo dos genes que estan
relacionados con la sintesis de polisacaridos. Uno es agaB34 que se encarga de la sintesis de beta agarasa
y el otro PMI1 que regula el proceso de la manosa-6-fosfato. Esta enzima cataliza la conversion de la
manosa-6-fosfato a la fructosa-6-fosfato, que es un intermediario clave en la via metabdlica de la
sintesis de polisacaridos. Se ha observado que la actividad de la MPI1 aument6 en talos de Macrocystis
pyrifera que habitan a 10 m de profundidad donde predomina la calidad de luz azul, lo que sugiere que

la sintesis de manosa puede estar regulada por la disponibilidad de ciertas longitudes de onda (Loescher
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et al.,, 1992; Paul et al., 2020). Ademas, se ha demostrado que la luz tiene un efecto importante en la
regulacion de GAPA (Li et al., 1997), este patron fue observado en los resultados con S. filzformis.

La alta irradiancia puede generar especies reactivas de oxigeno (ROS) y fotoinhibicion, lo que
podria llevar a la optimizacion de la sintesis de polisacaridos (Torres et al., 1991; Han et al., 2015). Esta
condicién en conjunto con la luz azul (I.700+A) promovié la sintesis de carragenato en S. filiformis. No
obstante, la supresion notoria de genes involucrados en la sintesis de polisacaridos en irradiancias altas
y la alta produccién de carragenato en la irradiancia baja (C100) sugieren que S. filiformis pudo haber
carecido de la habilidad para enfrentar el estrés luminico y, en cambio, haber asignado sus recursos
energéticos a optimizar la fotosintesis y almacenar almidén (Freile-Pelegrin y Robledo, 2000).

Es importante destacar que la irradiancia alta suprimi6 genes relacionados con el transporte y
asimilacion del nitrégeno y el metabolismo energético, lo que podria provocar una deficiencia de
nitrégeno. Se ha demostrado que una deficiencia de nitrégeno puede estimular la sintesis de
polisacaridos (Hsieh et al., 2006). Sin embargo, en este experimento, no se observé una disminucion

del nitrégeno en el tejido algal de . filiformuis.

8.5 Conclusiones

Los analisis metabolicos y transcriptomicos combinados permitieron entender cémo las
condiciones de luz afectan a los genes implicados en los procesos fotosintéticos, antioxidantes y la
sintesis de polisacaridos en S. filiformis. Es importante destacar que los genes seleccionados para el
analisis presentado en este trabajo se basan en estudios previos con una anotacion funcional conocida,

y muchos de ellos mostraron una induccién o represion significativa bajo las condiciones probadas.

e lairradiancia media en ambas calidades de luz (L350+B y L350+ A) indujo genes importantes
para la fotosintesis, produccién de pigmentos y el sistema antioxidante.

e FHl tratamiento L350+A indujo la mayoria de los genes que participan en la sintesis de
carragenato.

e lairradiancia alta tuvo un efecto represor o induccion baja en el set de genes seleccionados,
excepto en dos genes implicados en la produccién de polisacaridos y un grupo importante en
la fotosintesis.

e L700+A y C100 (control) fueron los tratamientos que tuvieron mas genes expresados a la baja.
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e Estos hallazgos sugieren que la irradiancia y la calidad de luz podrian desempenar roles
diferentes, pero complementarios en la fisiologfa de . filiformis, 1a primera probablemente
mediando la magnitud y la segunda la direccién de los cambios de expresion génica.

e Los datos de F./Fu, Fua, Chl 4, actividad antioxidante del extracto metandlico y sintesis de
shinorine y palythine mostraron una relaciéon importante con lo observado en el andlisis
transcriptémico.

e Los resultados de este trabajo podrian ayudar a comprender como S. filiformis se adapta a
diferentes condiciones de luz y pueden ser utiles para su cultivo y aprovechamiento.

e Para un analisis mas detallado, se recomienda agrupar los genes por rutas metabdlicas para

observar posibles inducciones o represiones en cascada.

9. CONCLUSION GENERAL
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El crecimiento, la respuesta fotosintética, el perfil de pigmentos, la sintesis de compuestos
bioactivos y la actividad antioxidante de los extractos de Gracilaria cornea y Solieria filiformis son
modulados por las condiciones de irradiancia y calidad de luz. Ambas especies mostraron un
crecimiento significativo a irradiancia baja y con adicién de luz azul, lo que esta relacionado con las
condiciones donde generalmente habitan. No obstante, S. filiformis presentdé mayores tasas de
crecimiento, cantidad de pigmentos y valores de fotosintesis maxima que G. cornea. Lo anterior, podria
estar relacionado con la capacidad de aclimataciéon observada en los cultivos de S. filiformis y sugiere
una alta plasticidad para sobrevivir en condiciones que podrian ser estresantes para otras especies
similares.

Este trabajo presento la primera caracterizacion de MAAs en S. filiformis que, a pesar de ser un
alga bentonica, sin exposicion a desecacion o alta irradiancia, puede sintetizar estos metabolitos bajo
las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo. Estos compuestos estan considerados como
los antioxidantes mas potentes en la naturaleza. Adicionalmente, se prob¢ la factibilidad de modular la
actividad antioxidante de G. cormea 'y S. filiformis en cultivos controlados. Lo anterior permite considerar
a estas especies como candidatas para un cultivo a mayor escala.

S. filiformis muestra caracteristicas y atributos de organismo modelo entre las especies de algas
tropicales, ya que tiene una amplia resistencia a factores abidticos, por lo que podria ser utilizada en
futuros estudios para optimizar su potencial uso en la industria nutraceutica. Este trabajo sugiere una
estrategia de cultivo bajo condiciones idoneas para la generacion de biomasa que promueve la sintesis
de polifenoles, polisacaridos y pigmentos.

Esta investigacion utilizé los andlisis metabdlicos y transcriptomicos combinados como una
herramienta para entender cémo las condiciones de luz afectan la expresion génica y, por lo tanto, los
procesos fisiologicos en . filiformis. Lo anterior, permiti6 identificar genes importantes que se ven
afectados por diferentes condiciones de luz, lo que sugiere que la irradiancia y la calidad de la luz

desempefian roles diferentes pero complementarios en la fisiologfa de esta alga.

1. G. cornea y S. filiformis ajustaron su crecimiento, su perfil de pigmentos y su actividad
antioxidante bajo las condiciones de calidad de luz experimentales. La luz azul optimizé el
crecimiento y la sintesis de ficobiliproteinas en S. fiiformis, y la capacidad antioxidante en G.

cornea. Mientras que, la luz blanca aument6 el contenido de carotenoides, ademas de la
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produccién de micosporinas y polisacaridos en . filiformis y 1a luz verde la clorofila @ en ambas
especies.

Las altas intensidades de luz optimizaron la respuesta fotosintética y la capacidad antioxidante
en los extractos de S. filiformis mientras que las irradiancias intermedias promovieron la
produccion de pigmentos en ambas especies y la actividad fotosintética y antioxidante de G.
cornea. En 8. filiformis 1a luz baja indujo la sintesis de micosporinas y carragenato.

Los cambios en la expresion génica observados y los genes relevantes identificados en este
estudio son una valiosa contribucién al conocimiento de los mecanismos que regulan la
fisiologia de . filiformis en respuesta a diferentes condiciones de luz. Esta informacién puede

ser de gran utilidad para el cultivo y la aplicaciéon biotecnolédgica de esta alga.
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11. APENDICES

Apéndice 1. Valores estadisticos p y del tamafio del efecto (n”) para cada una de las variables fisioldgicas y metabolicas evaluadas en los
tratamientos experimentales de luz en el cultivo de Gracilaria cornea'y Solieria filiformis.

Analisis Calidad de luz Irradiancia Calidad x irradiancia Valor més alto
Gracilaria Solieria Gracilaria Solieria Gracilaria Solieria Gracilaria Solieria
cornea filiformis cornea filiformis cornea filiformis cornea filiformis
FiFn  p=0772  PIOSSH pmosso PSPl pmosso BSU0L 3sosB 135048
P Pgost PO DTGy Blomb  meo7as  meosse  LEOA L700rE
RL Fopss  mmopss PO p03S9 Pignl g L0 L7oose
Fe D, p=0.051 oy p=oat0 PO p=0168  L350+A  L700+A
Chla E;:chozsd 22::06970124 n@iggéé p=0.790 22::06910:?’, p=0.740 L350+A  L350+B
Car p=0.069  PO00% Pl pmosaz PO p=0416  L350+A  L350+B
Cllfe  [ioas w0757 hbsm  eoosy PO [iggeg  LISE L0
Fc p=0.222 22::06930(?2’ p=0.472 ﬁfzod?fgd p=0.151 p=0.109 L350+A L700+B
C 22::06933304 p=0.302 p=0.952  p=0.091  p=0253  p=0.848  L700+A  L700+B
N e p=0.144 p=0.089 P00 p=0054  p=0892  L350+A  L700+B
C:N p=0.096 p=0.602 p=0.183 p=0.717 Effdf’zz;é p=0.840 L350+B  L700+B
CTF p=0.342 p=0.087 p=0.640 p=0.238 p=0.142 22:36(.)2783' L700+B  L350+B
et pe033a  POO% p=0688  p=0695  p=0301  p=0.863  L700+A  L700+A
e P p=0724  p=0707  p=0303  p=0130  p=0956  L700+B  L700+B

D'\FA,EIH 22::06942117’ - p=0.626 - p=0.111 ; L350+A ;
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p=0.016,

Pal ; p=0.368 ; p=0.230 - R b, 608 ] L350+B
Ast - p=0.746 - p=0.480 - p=0.068 - L350+B
Shi : p=0.080 : p=0.117 i p=0.048, : L350+B
: : n2=0.371
Buffer p<.001, p=0.007, p<.001, p=0.048, p<.001, _
FRAP  n°=0.837  m=0.442  n?=0.070  n?=0.160  n?=0.085  P-0-869 L350+A  L700+B
Buffer p<.001, _ p=0.014,  p=0.006,  p=0.002,  p=0.006,
ABTS  n2=0.601 p=0.050 n?=0.105  n?=0.366  n?=0.208  n?=0.365 L700+A L700+B
Buffer _ p=0.002, _
i ; p=0.193 ; N o507 - p=0.117 ] L700+A
] _ ] _ ] p<.001, ]
Carrag p=0.137 p=0.609 n?=0.769 L350+B
] ] ~ ] _ ] p=0.005, ]
3-6 AG p=0.136 p=0.546 R o576 L350+B
S04 - p=0.985 ; p=0.054 - p=0.278 ; L350+B
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Apéndice 2. Cromatogramas con los espectros de absorcion y tiempos de retencién de los
aminodacidos tipo micosporina (MAAs): palythine, asterine-330 y shinorine identificados en Soleria
Sfilzformis.

Apéndice 3. Morfologia de los talos de Soleria filiformis bajo las diferentes irradiancias evaluadas en el
capitulo II, de izquierda a derecha: irradiancia baja, media y alta.
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Apéndice 4. Informacién general de la secuenciaciéon de RNA entre los tratamientos experimentales de luz en el cultivo de Soleria filiformis.

Millones de lecturas

NUmero de lecturas

Muestra % Lecturas identificadas pares mapeadas % Mapeo
L700_B_1 5.6284 32.2769935 28.011319 86.78416408
L700_B_2 3.8373 22.0056335 18.811697 85.48582344
L700_B_3 5.0878 29.176833 25.333998 86.82915654
L700_B_4 4.7066 26.9907785 23.433492 86.82036348
L350_B_1 4.977 28.541432 10.157075 35.58712471
L350_B_2 4.5535 26.112801 11.907834 45.60151935
L350_B_4 6.2416 35.7934905 15.976431 44.6350182
L700_A_1 4.4172 25.331166 16.556824 65.36147606
L700_A_2 4.2105 24.1458105 5.718393 23.68275441
L700_A_3 4.6777 26.8250465 6.378393 23.77775189
L700_A_4 4.4286 25.396541 21.697785 85.43598516
L350_A_1 5.0964 29.226151 13.598871 46.52980476
L350_A_2 4.7121 27.022319 23.322699 86.30902107
L350_A_3 3.6426 20.889094 17.484766 83.70284513
L350_A_4 4.6303 26.5532235 22.423469 84.44725741

C100_1 6.409 36.7534735 31.739082 86.3566868

C100_2 4.906 28.1342705 24.44493 86.88666728

C100_3 4.6721 26.7929325 23.044887 86.01106654

C100_4 4.0972 23.496073 19.453199 82.79340552

Total 547.0406725 359.495144
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Apéndice 5. Listado de genes, con su respectiva anotacion funcional, que participan en los procesos fotosintéticos y los 10 contrastes de su
expresion diferencial entre los tratamientos experimentales en el cultivo de Solzeria filiformis.

Nombre de

gen

ID de gen

c100/

c1o00/

Cc100/

c100/

L350 B/ L350 B/ L350 B/ L700 B/ L700 B/ L350 _A/
L350 B L700 B L350 A L700 A L700 B L350 A L700 A L350 A L700 A L700 A

Anotacion
funcional

psaA

psaE

psaF

psaH

psakK

psaO

psbA

psbB

psbC

psbO
psbP
psbQ

psbR

psbw

PSAA_GRATL

PSAE_CHLRE

PSAF_CHLRE

PSAH_CHLRE

PSAK_ARATH

PSAO_ARATH

PSBA_PSEAK

PSBB_CHLVU

PSBC_LEPTE

PSBO_VOLCA
PSBP_CHLRE
PSBQ_VOLCA

PSBR_BRACM

PSBW_CHLRE

-1.19

-3.35

-3.48

-2.98

-4.03

-2.93

-3.16

-3.52

-3.31

-2.37

-2.93

-2.42

-2.30

-2.50

-2.80

-0.70

-0.70

0.18

-0.83

0.28

-0.90

-1.59

-0.91

0.58

-0.22

0.32

-1.28

0.40

-3.04

-3.09

-3.11

-2.79

-3.87

-2.46

-3.96

-3.64

-3.43

-2.70

-2.85

-2.54

-3.93

-2.45

-4.05

3.66

3.05

3.28

2.80

3.44

2.03

3.39

251

5.18

21.00

4.43

4.17

4.46

-1.61

2.64

2.77

3.16

3.20

3.21

2.25

1.93

2.40

2.95
271
2.75

1.01

291

137

-1.85

0.26

0.36

0.18

0.16

0.47

-0.80

-0.12

-0.11

-0.33

0.08

-0.12

-1.63

0.05

-2.86

7.01

6.53

6.26

6.83

6.37

5.19

6.91

5.83

7.56

23.93

6.85

6.11

6.96

-0.23

-2.38

-2.40

-2.98

-3.04

-2.74

-3.06

-2.05

-2.52

-3.29

-2.62

-2.87

-2.65

-2.85

-1.24

4.36

3.76

3.09

3.63

3.15

2.93

4.98

3.43

4.60

21.22

4.10

5.09

4.05

-1.01

6.75

6.17

6.08

6.67

5.90

6.00

7.04

5.95

7.89

23.85

6.97

7.75

6.91

Photosystem |
P700 chlorophyll a
apoprotein A1
Photosystem |
reaction center
subunit IV
Photosystem |
reaction center
subunit I
Photosystem |
reaction center
subunit VI
Photosystem |
reaction center
subunit psaK
Photosystem |
subunit O
Photosystem Il
protein D1
Photosystem I
CPA47 reaction
center protein
Photosystem I
CP43 reaction
center protein
Oxygen-evolving
enhancer protein 1
Oxygen-evolving
enhancer protein 2
Oxygen-evolving
enhancer protein 3
Photosystem 1l 10
kDa polypeptide
Photosystem I
reaction center W
protein



psbY

HCF136

cpeD

PHEG

LHCI

LHCA1

LHCA4

LHCB4

LHCB5

CABLL-1

CABIR

CABS8

GC1

MDHP

petC

PSBY_SPIOL

P2SAF_ORYSJ

PYR2_MICDP

PHEG_COROI

CB12_PETHY

CB121_HORVU

CA4_ARATH

CB29_CHLRE

CB5_ARATH

CB2_CHLRE

CB21_ORYSJ

CB13_SOLLC

GC1_ARATH

MDHP_FLABI

UCRIA_CHLRE

-3.81

-1.55

-0.37

-0.31

-2.62

-3.05

-3.13

-2.23

-1.58

-2.80

-3.09

-2.97

-1.65

-1.05

-0.72

-1.12

0.94

-0.44

-0.29

0.04

-0.15

-0.18

0.32

1.52

0.19

-0.59

0.01

0.74

0.53

1.10

-4.56

-3.23

1.76

0.99

-2.49

-2.60

-2.61

-2.24

-2.40

-2.76

-2.87

-2.91

-3.38

-3.83

-3.81

1.63

1.44

4.45

1.82

541

3.88

5.29

1.84

2.68

2.26

2.27

4.35

151

2.76

3.66

2.68

2.49

-0.06

0.01

2.66

2.89

2.95

2.56

3.10

3.00

2.49

2.98

2.40

1.58

1.83

138

-0.75

-1.68

2.13

131

0.12

0.44

0.52

-0.01

-0.82

0.04

0.21

0.06

-1.72

-2.78

-3.08

5.44

3.00

4.82

2.14

8.03

6.94

7.53

4.07

7.78

8.31

5.36

7.33

3.17

3.82

4.39

-3.43

-4.18

2.20

1.29

-2.54

-2.45

-2.43

-2.57

-3.93

-2.95

-2.28

-2.92

-4.12

-4.36

-4.91

2.76

0.50

4.89

2.12

5.36

4.04

4.57

151

4.67

531

2.87

4.34

0.77

2.23

2.55

6.19

4.68

2.68

0.83

7.90

6.49

7.01

4.09

8.60

8.27

5.15

7.26

4.90

6.60

7.47

Photosystem I
core complex
proteins
Photosystem I
stability/assembly
factor HCF136
Phycobilisome
27.9 kDa linker
polypeptide
R-phycoerythrin
gamma chain
Chlorophyll a-b
binding protein
Chlorophyll a-b
binding protein 1B-
21
Chlorophyll a-b
binding protein 4
Chlorophyll a-b
binding protein
CP29
Chlorophyll a-b
binding protein
CP26
Chlorophyll a-b
binding protein of
LHCII type |
Chlorophyll a-b
binding protein 1
Chlorophyll a-b
binding protein 8
Epimerase family
protein SDR39U1
homolog
Malate
dehydrogenase
[NADP]
Cytochrome b6-f
complex iron-sulfur
subunit



SIR

PGR5

LTD

chlD

chlH

chiM

chlP

porA

GSA

PAO

CTH1

UROS

hemH
PPH

LUT1

ACO

SIR_ARATH

PGR5_ARATH

LTD_ARATH

CHLD_SYNE7

CHLH_ARATH

CHLM_SYNY3

CHLP_ARATH

POR_MARPA

GSA_CHLRE

PAO_ARATH

CTH1_CHLRE

HEM4_ORYSJ

HEMH_COXB1
PPH_ARATH

LUT1_ARATH

ACOX_SYNY3

-2.71

-1.49

-1.44

0.28

-0.75

0.17

2.09

-0.79

2.60

-0.89

-1.87

-0.14

0.05
-0.87

-3.46

-2.69

-0.21

0.17

1.55

0.39

-0.65

0.45

5.48

1.78

4.42

0.03

0.61

-0.03

0.28
-0.90

-0.29

0.29

-3.99

-3.37

-2.11

0.81

0.00

0.92

-2.66

-3.18

-1.59

0.95

-2.25

0.56

1.06
-0.24

-1.95

-2.00

0.75

2.42

2.03

1.98

3.20

1.90

3.68

20.58

4.46

4.28

341

1.46

1.76
-0.52

3.85

3.81

2.49

1.66

2.99

0.11

0.10

0.27

3.39

2.57

1.82

0.93

2.48

0.10

0.23
-0.03

3.17

2.99
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-1.27

-1.87

-0.66

0.53

0.76

0.74

-4.75

-2.38

-4.19

1.85

-0.38

0.71

1.00
0.63
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0.68

3.46

3.91

3.48

1.69

2.43

1.72

1.59

21.38

1.86

2.50

5.29

1.60

1.70
0.64

7.32

6.50

-3.77

-3.54

-3.66

0.42

0.65

0.47

-8.15

-4.96

-6.02

0.92

-2.86

0.60

0.77
0.66

-1.66

-2.30

0.96

2.24

0.48

1.58

2.33

1.45

-1.80

18.80

0.03

1.57

2.80

1.49

1.47
0.68

4.14

3.51

4.74

5.79

4.14

1.16

1.67

0.97

6.34

23.77

6.06

0.64

5.67

0.89

0.69
0.01

5.81

5.82

Assimilatory sulfite
reductase
(ferredoxin)
Protein PROTON
GRADIENT
REGULATION 5
Protein LHCP
TRANSLOCATION
DEFECT
Magnesium-
chelatase subunit
ChiD
Magnesium-
chelatase subunit
ChiH
Magnesium-
protoporphyrin O-
methyltransferase
Geranylgeranyl
diphosphate
reductase
Protochlorophyllide
reductase
Glutamate-1-
semialdehyde 2,1-
aminomutase
Pheophorbide a
oxygenase
Magnesium-
protoporphyrin 1X
monomethyl ester
[oxidative] cyclase 2
Uroporphyrinogen-
Il synthase
Ferrochelatase
Pheophytinase
Carotene epsilon-
monooxygenase

Apocarotenoid-
15,15'-oxygenase



15-cis-zeta-

ZCIS ZCIS_ MAIZE 001 -015 061 140 -013 063 142 077 155 078 carotene
isomerase

Zeta-carotene

crtQ ZDS_NOSS1 023 015 075 181 -008 051 157 060 1.66 1.06 ocaturase
Prolycopene

CRTISO CRTSO ARATH 043 045 108 133 002 065 090 062 087 024 o
LCYL  LCYB_CAPAN  -045 -024 084 105 021 130 151 109 130 021 Lycgsgg‘;:eta
ZEP ZEP ARATH 1.06 -068 -006 069 038 099 176 061 137 076 Zeaxanthin
- epoxidase

Carotenoid

9,10(9',10')-

CCD1  CCD1_PHAVU -252 -064 -396 -029 1.88 -143 222 -331 034 366 leavage

dioxygenase 1

Apéndice 6. Listado de genes, con su respectiva anotacion funcional, que participan en el sistema antioxidante y los 10 contrastes de su

expresion diferencial entre los tratamientos experimentales en el cultivo de Solzeria filiformis.
Nombre ID de aen C100/ C100/ C100/ C100/ L350_B/ L350_B/ L350_B/ L700_B/ L700_B/ L350_A/
de gen 9 L350 B L700 B L350 A L700 A L700 B L350 A L700 A L350 A L700 A L700 A

VTE1 TOCC_ARATH  0.72 1.13 0.88 1.39 0.41 0.16 0.67 -0.25 0.25 0.51 Tocopherol cyclase
alrA ALRA_DICDI_1 -0.68 -0.94 0.03 -0.19 -0.26 0.71 0.48 0.98 0.75 -0.22 Aldose reductase A

Peptide methionine
sulfoxide reductase A4

Anotacion funcional

MSR4  MSRA4_ARATH -3.68 -1.62 -443 0.66 2.06 -0.75 4.35 -2.81 2.29 5.10
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Peptide methionine

MSRB2 MSRB2_ARATH -3.09 016 -3.38 095 326 -028 405 -355 079 434 .
- sulfoxide reductase B2
SEC24C SC24C_ARATH 079 037 -0.32 -0.82 -041 -1.11 -161 -070 -119 -0.49 Protein transport
— protein SEC24 C
APX3  APX3 ARATH -092 -060 -044 023 032 048 115 016 083 067 L-ascorbate
peroxidase 3
L-ascorbate
APXS  APXS ARATH -405 -2.00 -519 -115 205 -1.13 290 -319 084 403 poroxidase S
TRR1  TRXB_YARLI -028 -1.20 -1.29 -156 -091 -1.01 -1.28 -0.09 -0.36 -0.27 Thioredoxin reductase
trxM  TRXM_CHLRE -0.67 155 -2.96 3.33 223 -228 400 -451 177 629  Thioredoxin M-type
SODB  SODF_NICPL -287 -083 -335 160 203 -048 448 -251 244 496 S“perox'?lfe‘;'sm”tase
PRDX5 PRDX5 CHLAE -3.08 -1.02 -365 111 206 -057 420 -263 214 477 Peroxiredoxin-5
PRDX6 PRDX6 _CHICK -0.01 -0.04 033 034 -002 034 036 037 039 001 Peroxiredoxin-6
THIZ-2  THI42 VITVI  -491 -203 -549 039 288 -058 530 -346 242 589 Thiamine thiazole
- synthase 2
GRX  GLRX_VERFO -3.39 -1.64 -4.83 -147 174 -144 191 -318 016 335 Glutaredoxin
Probable
PXDNL PXDNL_HUMAN -439 -6.06 -870 -7.71 -166 -430 -331 -2.63 -1.65 0.98 oxidoreductase
PXDNL
Pir PIR_MOUSE 227 -021 -1.72 -251 -2.48 -399 -478 -151 -230 -0.78 Pirin
Isocitrate
IDH1 IDHC_HUMAN -494 -260 -442 -0.97 2.34 0.52 3.96 -1.82 1.62 3.44 dehydrogenase
[NADP] cytoplasmic
AMC5 MCA5_ARATH -554 -299 -485 057 2.55 0.68 6.12 -1.86 3.56 5.43 Metacaspase-5
Putative tyrosine-
OCAl  OCAl_DEBHA -0.02 -057 -352 -460 -055 -350 -458 -2.94 -402 -1.07  protein phosphatase
OCA1
BASI  BASL ORYSJ -349 -058 -367 114 290 -017 463 -308 173 481 2O plgez\‘g‘iredox'”
CAT2 CATA2 GOSHI 077 060 1.01 1.09 -017 024 031 041 049 007 Catalase isozyme 2
NRT2.2 NRT22 ORYSJ -3.10 087 -249 277 398 061 588 -336 190 526  igh-affinity nitrate
- transporter 2.2
NRT25 NRT25 ARATH -325 -3.95 -425 -175 -069 -099 150 -030 220 250  Highaffinity nitrate
- transporter 2.5
ASP5  AAT5 ARATH -268 -0.04 -407 142 263 -1.39 410 -403 146 549 Aspartate
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Ammonium transporter
1 member 3
ADK2 ADK2_ARATH -236 093 -5.00 -1.60 3.30 -2.63 0.76 -5.94 -2.53 3.40 Adenosine kinase 2
Arogenate
dehydrogenase 2
Indole-3-glycerol
phosphate synthase

Fah FAAA_MOUSE -0.27 -0.04 0.43 1.12 0.23 0.71 1.39 0.47 1.16 0.68 Fumarylacetoacetase

AMT1-3 AMT13_ARATH -3.70 -0.66 -414 -0.19 3.04 -0.43 3.51 -3.48 0.46 3.94

TYRAAT2 TYRA2_ARATH 0.96 3.41 -1.45 1.88 2.44 -2.42 0.91 -4.87 -1.52 3.34

trpC TRPC_OPITP -0.11  -0.39 0.90 1.24 -0.28 1.01 1.35 1.30 1.63 0.33

Apéndice 7. Listado de genes, con su respectiva anotacion funcional, que participan en la sintesis de polisacaridos y los 10 contrastes de su

expresion diferencial entre los tratamientos experimentales en el cultivo de Solzeria filiformis.
Nombre ID de gen C100/ C100/ C100/ C100/ L350 B/ L350 B/ L350 B/ L700 B/ L700 B/ L350 A/
de gen 9 L350 B L700 B L350 A L700 A L700 B L350 A L700 A L350 A L700 A L700 A

Anotacion funcional

UTP--glucose-1-
UGP UGPA_SOLTU  -3.73 -1.64 -4.70 -1.25 2.09 -0.96 2.48 -3.06 0.38 3.45 phosphate
uridylyltransferase
Phosphoglucomutas

PGMP PGMP_SOLTU -4.11 -1.75 -5.28 -0.09 2.35 -1.16 4.02 -3.52 1.66 5.18 e
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GBSS

dagA

GPIC

GAPA

FBP

spsC

agaB34
AMY3

PMI1

SSG1_MANES

AGAR_STRCO

G6PI_ARALP

G3PA_CHLRE

F16P1_BRANA

SPSC_BACSU

AGB34_AGAAL
AMY3_ARATH

MPI1_ARATH

-0.95

-4.19

-1.66

2.24

-0.42

4.65

-0.79
-3.88

0.36

1.45

-5.92

1.23

4.71

2.77

6.31

-0.53
-0.91

-0.00

-4.54

-8.06

-3.44

-2.00

-3.54

-0.81

-1.80
-4.34

-0.51

1.53

-3.44

1.21

6.86

1.79

3.78

-2.23
0.62

-1.39

2.40

-1.73

2.90

2.46

3.20

1.65

0.25
2.96

-0.36

-3.59

-3.87

-1.77

-4.24

-3.12

-5.47

-1.01
-0.45

-0.88

2.48

0.74

2.87

4.62

2.21

-0.87

-1.44
451

-1.76

-5.99

-2.14

-4.67

-6.71

-6.32

-7.12

-1.27
-3.42

-0.51

0.07

2.47

-0.02

2.15

-0.98

-2.52

-1.70
1.54

-1.39

6.07

4.61

4.65

8.87

5.34

4.60

-0.42
4.96

-0.88

Granule-bound
starch synthase 1
Extracellular
agarase
Glucose-6-
phosphate
isomerase
Glyceraldehyde-3-
phosphate
dehydrogenase A
Fructose-1,6-
bisphosphatase
Spore coat
polysaccharide
biosynthesis protein
SpsC
Beta-agarase
AgaB34

Alpha-amylase 3

Mannose-6-
phosphate
isomerase 1
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