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INTRODUCCION 3

L1. INTRODUCCION

Las algas han servido como fuente de alimentacién a la humanidad y
fundamentalmente en la sociedad oriental, durante bastante tiempo (Honya et al.,
1992). Hay evidencias de tribus africanas que se alimentaban del alga Spirulina,
muy abundante en el lago Chad, desde hace cientos de afios (Kyle, 1989). Las
comunidades humanas explotaban este recurso natural de manera extensiva,
recogiendo aquellas especies algales que bien la marea o los arribazones les
permitian. -

Con el paso de los siglos y el intercambio cultural, occidente comenzé a
fijarse en las algas como una posible fuente de alimentacién que aportara
proteinas, aminoacidos, 4cidos grasos esenciales y vitaminas de manera directa
(Borowitzka, 1986). De esta manera, en la década de los setenta se comenzaron
a construir grandes sistemas de cultivo extensivos, conocidos como pond system
(estanques), para la produccién de grandes cantidades de biomasa algal,
fundamentalmente microalgas del género Spirulina, Dunaliella y Chlorella
(Borowitzka, 1986; Kyle, 1989). Paises como Estados Unidos, Australia, Israel,
y Japon, fueron pioneros en el establecimientos de estas granjas dedicadas a la

maricultura.

En un principio, el objetivo de estas grandes industrias era reemplazar las
fuentes mas tradicionales de proteinas y aminoécidos por un plato de polvo
verdoso que aportaba mas nutrientes que incluso la came. Esta mentalidad
coincidid, en el tiempo, con la idea de que el desarrollo sostenible de la
humanidad tocaba a su fin, que no habria alimentos suficientes para alimentar al
mundo entero, y que no habia tierras de cultivo suficientes para producir lo que

el mundo desarrollado consumia mientras el tercer mundo se moria de hambre.

No obstante y al contrario que en la sociedad oriental, las algas nunca han

sido aceptadas por la comunidad occidental como una fuente real de alimento
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4 INTRODUCCION

(Honya et al., 1993), y poco a poco estas industrias han ido desapareciendo al ser
poco rentables y de baja productividad (Barclay et al., 1987; Gladue, 1991).

Una vez pasada la frontera del nuevo siglo se puede afirmar que ni el
mundo se acab6, que la sociedad occidental no consume algas (por lo menos de
manera comparable a otros alimentos tradicionales), y que el tercer mundo sigue
pasando hambre. Pero lo que si ha ocurrido en estos ultimos 20 afios es una clara
evolucién en el interés sobre el potencial de las algas marinas y en sus técnicas

de cultivo.

De un nimero pequefio de especies marinas, de todas las existentes, se
han llegado a aislar miles de compuestos quimicos activos (Ireland ez al, 1993).
Hoy en dia, la actividad biologica y el efecto fisiologico de muchos de estos
compuestos estd ain por descubrir, pero parece claro que afectara a sectores
industriales tan importantes como la farmacéutica, la dietética, la cosmética, y la
bioquimica. Esto se traduce en un potencial econémico de cientos de millones de

doblares (BioScience, 1996).

La ingenieria de los bioprocesos marinos (mas conocida en términos
anglosajones como marine bioprocess engineering), que resulta ser un
compendio entre biologia, bioquimica, ingenieria industrial, y la industria, se
perfila como la herramienta adecuada para desarrollar este potencial existente en
los océanos.

Los conocimientos en fisiologia y el disefio ingenieril se dan la mano en
pro de la biotecnologia, pues resulta fundamental comprender el funcionamiento
(en un contexto metabdlico) de estos organismos para poder enfocar todo su
energia hacia un determinado objetivo o producto final. La eficiencia de esta
cooperacién sera posible si se dispone de la tecnologia adecuada, esto es,

sistemas de cultivo avanzados.

Fernando Marian de Diego
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INTRODUCCION 5

De manera general, las sustancias bioactivas que se encuentran en
pequefias concentraciones en los organismos vivos se denominan metabolitos
secundarios, ya que son normalmente generados por el metabolismo secundario,
aunque en algunos casos, su nombre pasa al de producto natural, ya que ese
metabolito solo lo produce ese organismo. En el contexto marino, una
recoleccion (extractiva) masiva del organismo productor traeria seguramente
consecuencias desastrosas y desconocidas para la estabilidad del ecosistema
concreto, pudiéndose afirmar que ninguna poblacién natural seria capaz de

soportar las necesidades de produccién industrial exigidas.

Actualmente tanto las micro como las macroalgas, que estan siendo
usadas industrialmente a una menor escala en la obtencién de sustancias de
cierto interés, han demostrado previamente en una escala de laboratorio su
viabilidad en la produccién a mayor escala. De esta manera queda reflejado que
el primer paso en el desarrollo biotecnolégico pasa por una adecuada tecnologia
In vitro que soporte la investigacion basica (Qi & Rorrer, 1994). Este tipo de
ciencia resulta esencial para poder estudiar la biosintesis y acumulacién de estos
metabolitos secundarios, pues en muchos casos se desconocen que factores las
afectan y en qué manera. A partir de aqui es donde la investigacién aplicada
surge conjuntamente con la ingenieria responsable de disefiar el sistema de

cultivo que optimice la produccidn.

El disefio del sistema de cultivo va a depender mucho del valor del
producto que se quiera obtener. Asi, en un principio, cuando el objetivo de las
empresas dedicadas a la maricultura era la produccién de biomasa destinada al
consumo humano, el sistema mas usados era del tipo estanque. Este disefio
mantenia una produccién semi-extensiva al aire libre. El éxito de este sistema
consistia en un mantenimiento escaso, de bajo coste, permitiendo una gran

producciéon de biomasa. No obstante, la imposibilidad de controlar las

Fernando Maridn de Diego
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6 INTRODUCCION

condiciones ambientales, asi como, la pureza del cultivo limité su desarrollo

(Richmond & Vonshak, 1991; Barclay et al., 1994; Xian-Ming et al., 1999).

La tecnologia opuesta a los estanques de cultivo extensivo se desarroll6
debido a la demanda de compuestos bioactivos sintetizados por las algas, de
elevado valor afiadido y presentes en bajas concentraciones. Esta industria
demandaba una tecnologia totalmente diferente: reactores cerrados y totalmente
automatizados, los fotobiorreactores. Estos sistemas controlaban en tiempo real
las condiciones ambientales del cultivo, y eran capaces de llevar al alga hasta su
maximo rendimiento metabdlico, dirigiéndolo hacia la biosintesis de un

determinado compuesto (Garcia Camacho ez al., 1999).

Hoy en dia, la tecnologia del siglo XXI para cultivos algales debe de
cimentarse sobre tres solidos pilares. El primero es unos profundos
conocimientos de la fisiologia algal. Es necesario conocer como afectan las
condiciones fisico-quimicas del medio al metabolismo algal tanto desde el punto
de vista del desarrollo celular como del fisiologico. La interaccién entre las
variables que controlan el cultivo serd determinante en la definicidén del perfil
bioquimico de la biomasa, es decir, conociendo qué condiciones de cultivo
afectan al metabolismo, controlarlas y, en cierta medida, poder dirigir la
biosintesis y la acumulacién de estas sustancias. La optimizaciéon de las
condiciones de cultivo resulta, por tanto, fundamental a la hora de poder usar los
cultivos algales como una fuente real de sustancias de elevado valor afiadido
como pueden ser los acidos grasos poliinsaturados, los ficopigmentos, y otras
moléculas mas especificas. La investigacidn basica es fundamental en este
aspecto, sobre todo para macroalgas, en lo que se refiere al control del
crecimiento y desarrollo y los factores de cultivo que lo controlan.

Fl segundo pilar estd en los fotobiorreactores. La tecnologia de los
reactores industriales de cultivo debe ser tal que optimice la produccién

biosintética y aproveche al maximo los rendimientos metabdlicos del alga. Este

Femando Marian de Diego
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INTRODUCCION 7

campo esta ya muy avanzado, existiendo en la actualidad numerosos modelos
experimentales totalmente automatizados (Pohl et al., 1988; Qi & Rorrer, 1995;
Molina Grima et al., 1997; Baquerisse et al, 1999; Borowitzka, 1999; Garcia
Camacho et al., 1999).

El tercer y ultimo paso para un correcto procesado industrial de la
aplicacion biotecnoldgica consiste en el adecuado refinado y recuperacion del
producto final. Este campo estid en pleno apojeo, pues cada dia se disefian
complicados procesos fisico-quimicos que permiten un mayor rendimiento en el
aprovechamiento de la materia prima (Molina Grima ef al, 1996; Cheung et al,
1998; Giménez Giménez et al, 1998; Robles Medina et al, 1998). La importancia
de este apartado industrial queda de manifiesto en la politica adoptada por la
Oficina de Ciencia y Tecnologia de los Estados Unidos de América, cuando John
H. Gibbons, director de dicha oficina en la administracién Clinton, estableci6 las
lineas prioritarias a desarrollar en el ambito biotecnolégico en el comunicado
titulado “Biotecnologia para el siglo XXI: nuevos horizontes”. Se considerd
prioritario el desarrollo de técnicas capaces de recuperar y purificar productos
derivados de bioprocesos, y el establecimiento de modelos predictivos que

faciliten el disefio estos sistemas.

Un importante aspecto tecnoldgico a tener en cuenta es la metodologia
analitica usada en la identificacion y cuantificacién de productos naturales, pues
no vale de nada perseguir una serie de compuestos si no se usa el instrumental
adecuado.

De esta manera, las técnicas cromatograficas se han revelado como una
potente herramienta a Ia hora de evaluar la presencia de los metabolitos, ya que
posterior a una extraccién, es posible separar y cuantificar las sustancias de
interés. Ademas, su elevada versatilidad y reproducibilidad, hacen de ellas
fundamental en los laboratorios de investigacion biotecnologicos. Ya sean
sustancias de caracter lipidico, proteinico, o glucosidico, todas pueden ser

adaptadas para ser separadas y detectadas en un analisis cromatografico. Su

Fernando Marin de Diego
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8 INTRODUCCION

versatilidad permite adaptar numerosos tipos de detectores al final del proceso
cromatografico, ya sean de absorbancia, de fluorescencia, o de otro tipo. Y en
tanto en cuanto se mantengan las condiciones analiticas constantes, la
reproducibilidad de los resultados es muy elevada. En este sentido, Munro y
colaboradores (1999) destacan que los avances en las técnicas cromatograficas,
para analizar compuestos polares, han supuesto un aumento €n la proporcién de

moléculas aisladas con propiedades bioactivas.

Establecimiento de cultivos in vitro de macrofitos: explantos, asepsia y

regulacion del crecimiento. Un primer paso en el desarrollo biotecnoldgico

Las primeras técnicas de cultivo in vitro (también conocido como cultivo de
tejidos) se desarrollaron para plantas vasculares con el objetivo de propagar
aquellas variedades que mejores rendimientos dieran a la hora de explotar
industrialmente estas plantas, o los productos obtenidos de ellas (frutos, hojas,
raices, etc.; Slocum et al., 1984). En este sentido, la biotecnologia vegetal es
necesaria para trasladar los conocimientos adquiridos en investigacion
molecular, hacia su aplicacién directa sobre plantas en cultivo. De esta manera, y
sobre una base metodolégica comun, se ha llegado a poder cultivar in vitro a la

mayor parte de las plantas superiores.

El establecimiento de una metodologia de cultivo de tejidos para
macroalgas marinas ha permitido el estudio de aspectos como el desarrollo
celular, los patrones de crecimiento inducidos por las condiciones de cultivo, y la
acumulacién de sustancias de interés economico. Los primeros ensayos sobre la
propagacién de tejidos algales fueron realizados por Chen & Taylor (1978), con
la propagacion de Chondrus crispus. A medida que avanzaban las
investigaciones se fueron definiendo una serie de herramientas que resultarian
fundamentales comprender y usar para, finalmente, poder establecer una

metodologia bésica. El cultivo axénico (Fries, 1963; Polne-Fuller & Gibor,

Fernando Marian de Diego
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INTRODUCCION 9

1987), las caracteristicas fisico-quimicas del medio de cultivo (Fries, 1973; Lee,
1985), y el uso de sustancias reguladoras del crecimiento (Fries, 1973; Augier,

1978), fueron aspectos fuertemente potenciados.

El material vegetal usado en cultivos de tejidos pasa por ser partes
aisladas de la planta que, bajo ciertas condiciones es capaz de crecer. No
obstante, la presencia de competidores (bacterias) pueden enmascarar el
rendimiento del tejido y alterar la respuesta esperada, considerando que en
condiciones de cultivo ideales, las bacterias aprovechan a mayor velocidad los
nutrientes del medio. El establecimiento de cultivos axénicos es, por tanto
imprescindible, para conocer qué agentes quimicos (0rganicos o inorganicos), o
fisicos estan siendo responsables de los cambios bioquimicos registrados (Polne-

Fuller & Gibor, 1987).

En vegetales marinos, dada la diversidad de especies, la procedencia del
fragmento de alga, su estado fisiologico y reproductivo, las diferentes
condiciones de cultivo, hacen que los resultados de una especie no sean
reproducibles con otras. Considerando también que diferentes zonas del talo
presentan diferencias, la estrategia seguida (adoptada del cultivo de tejidos en
plantas superiores) consitia en sembrar partes del alga donde se supiera la
inexistencia del contaminante, por ejemplo esporas, cuyo origen tisular interno
garantiza la ausencia de enddfitos (Garcia-Jiménez ef al., 1996, 1998; Rodrigo &

Robaina, 1997).

El control de las propiedades osmdticas del medio (osmolalidad) es uno
de los factores mas importantes a tener en cuenta durante los cultivos, méaxime si
se afiaden fuentes de carbono exégenamente al agua de mar (Robaina, 1988). De
esta manera, se puede distinguir los efectos de la fuente de carbono cuando actia
como producto de reserva y de regulacion osmoética o durante el crecimiento y el

desarrollo.
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10 INTRODUCCION

La habilidad de las microalgas para asimilar fuentes de carbono organico
en cultivos mixotréficos e incluso heterétroficos estaba sobradamente descrita
(Theriault, 1965; Droop, 1974; Endo et al., 1977; Barclay et al., 1994), pero en
este campo las macroalgas llevaban mucho retraso.

El glicerol es una de las fuentes de carbono con las que mas se ha
trabajado en cultivo in vitro de algas. Su efecto sobre el metabolismo vegetal no
es extrapolable a otras fuentes de carbono, indicando que los cambios
fisiologicos que tienen lugar son el resultado directo de su utilizacion por el alga.
En las carpoesporas germinadas de G. doryphora se determin6 como el glicerol
estaba siendo respirado, provocando al mismo tiempo cambios en el patron
morfogénico (Robaina et al., 1995). Una intensa divisién celular a las pocas
horas de iniciarse el cultivo (2 primeras horas) daba lugar al establecimiento de
capas celulares concéntricas en la masa celular (24 horas), y a la posterior
emision de yemas (morfogénesis). La actividad biosintética inducida por la
aportaciéon en exceso de glicerol se identificé por la acumulacién de
polisacaridos, almidén de florideas, secrecion de mucilago, y presencia de
vacuolas osmiofilicas de naturaleza lipidica (Garcia-Jiménez ez al., 1996).

En algas rojas, el glicerol combinado a otros compuestos como las
aldosas, es producido fotosintéticamente y usado como mecanismo de regulacion
osmotica (Lobban & Harrison, 1994; Reed, 1985; Reed et al., 1980). Por ello
son explicables los efectos fisiolégicos inmediatos del glicerol exdgeno citados
en la bibliografia (Robaina et al., 1990a, 1995). Este no s6lo actuaba como
fuente de carbono permitiendo una elevada tasa de propagacion vegetativa, sino
que ademas canalizaba el crecimiento hacia un patrén de crecimiento
morfogenico.

Estos resultados reveladores planteaban la pregunta de cdmo el glicerol
podia generar un patrén de crecimiento siendo, aparentemente una cadena
carbonada. En el caso de la planta del tabaco, también en cultivo in vitro, se
encontré un resultado similar pero con la sacarosa como fuente de carbono

(Brown et al, 1979). En este caso el efecto morfogénico detectado era inducido
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INTRODUCCION 11

por reguladores de crecimiento aplicados sobre el cutivo, pero ausentes en el

caso descrito por Robaina (1988).

Aparte de por las fuentes de carbono, el crecimiento y desarrollo in vitro
de los vegetales también estd afectado por diferentes tipos de sustancias
quimicas. Las auxinas, giberelinas, citoquininas, €l acido abscisico, y el etileno
son generalmente reconocidas como reguladoras del crecimiento (a las que habra
que afiadir las poliaminas y los brasinoesteroides; Azcén-Bieto & Talén, 1993;
Hopkins, 1995). En plantas superiores sﬁs funciones se relacionan con multiples
procesos bioldgicos derivados de la actividad fisiologica-celular: vegetativa y/o
reproductiva (Crozier et al., 2000). En el caso de las algas, sus efectos estan
fundamentalmente vinculados al crecimiento y division celular (Fries, 1977,
Mooney, 1983; Evans, 1984; Bradley & Cheney, 1990), aunque estos resultados
deben ser tratados cuidadosamente, ya que también se han probado sin éxito en
diferentes algas (Robaina, 1988; Kaczyna & Megnet, 1993). Segin la diferente
bibliografia consultada, el efecto de los reguladores ha sido muy heterogéneo,
dependiendo su efectividad de factores como las condiciones de cultivo, y las
caracteristicas del material vegetal usado (Gusev et al. 1987; Bradley, 1991,
Evans & Trewavas, 1991).

Los estadios de crecimiento mas jovenes de G. doryphora (sporelings) se
mostraron sensibles al efecto tanto de los reguladores de crecimiento como de
las poliaminas, no siendo asi para explantos de talos adultos. La combinacion del
glicerol con los reguladores de crecimiento altera el efectos de éstos,
aumentando significativamente, el crecimiento y la morfogénesis de los
sporelings en presencia de las poliaminas (Garcia-Jiménez et al., 1998; Rodrigo,
1998). De esta manera, el papel del glicerol pareéia estar mas alld de aportar
unicamente esqueletos carbonados y energia.

En esta linea, el sistema de cultivo in vitro se basa en la utilizacion

preferente de estadios jovenes, los cuales reaccionan con el glicerol afiadido
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12 INTRODUCCION

exogenamente. Asi, se incrementa su capacidad de crecimiento, se muestran
patrones estables de desarrollo (morfogénesis) con una intensa actividad
biosintética celular y, al mismo tiempo, interaccionan con los reguladores del
crecimiento, particularmente las poliaminas (Robaina, 1988; Robaina et al,

1995; Garcia-Jiménez et al., 1996, 1998).

A nuestro entender, la investigacion de estos aspectos jugara un papel
importante en el desarrollo de modernos métodos biotecnologicos de

aprovechamiento de los macréfitos marinos.

Fisiologia del carbono organico en las algas: osmorregulacion, mixotrofia,

actividad biosintética y regulacion del crecimiento y desarrollo

Los mecanismos de osmorregulacion adoptados por las algas han sido descritos
desde hace tiempo (Kauss, 1967; Hellebust, 1976). Se sabe que tanto los solutos
inorganicos como los organicos tienen un papel relevante en el balance
osmoético, pues las algas adaptadas a ecosistemas intermareales deben soportar
cambios periodicos en la presion osmoética externa, y en la concentracion externa
de iones salinos. Estas algas son capaces de regular sus concentraciones internas
de Na”, K', y CI' (iones principalmente implicados), y/o sintetizar o degradar
compuestos organicos de bajo peso molecular (Kauss, 1978, Zimmermann,
1978; Bisson & Kirst, 1979). Estos compuestos, también denominados solutos
compatibles, se caracterizan por ser muy solubles en la matriz intracelular, y por
tener una baja toxicidad a elevadas concentraciones. Estas propiedades se deben
a que estas sustancias son responsables de la estabilidad de los sistemas
enzimaticos y proteinas en condiciones de estrés osmotico, pues estas moléculas
no inhiben la actividad enzimatica incluso a concentraciones mucho mayores
que la salina (Reed et al., 1980; Ben-Amotz & Avron, 1983a).

Se conocen diferentes compuestos organicos con un papel activo en la

regulacién osmotica. En el grupo de las cianobacterias, dependiendo del habitat
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INTRODUCCION 13

y de la tolerancia a la salinidad, existe cierta diversidad en la composicion de
aziicares de bajo peso molecular (sacarosa, trealosa, compuestos cuaternarios de
amonio). En algas pardas, se reconoce al manitol como al osmolito principal, y

en Chlorophyta son la sacarosa, el glicerol y la prolina los principales solutos

implicados (Ben-Amotz, 1983a; Reed et al., 1985). En numerosas especies

algales también se ha relacionado con la regulacion osmotica al
dimetilsulfoniopropienato (DMSP; Blunden & Gordon, 1986; Bisson & Kirst,
1995; Stefels, 2000; Kirst, 2001).

En algas rojas se han descrito una serie de compuestos derivados del
glicerol. Esta fuente de carbono combinada con otros compuestos, como aldosas
(galactosas o manosa), es producida fotosmntéticamente y usado como
mecanismo de regulacién osmotica. El floriddsido (O-a-D-galactopiranosil-[1-
2)-glicerol), junto con sus dos isémeros D y L-isoflondésido (O-a-
galactopiranosil-[1-1]-glicerol), y el digeneasido (O-a-D-manopiranosil-[1-2]-
glicerato), son los compuestos principalmente acumulados en la gran mayoria de
los érdenes de Rhodophyta (Reed er al., 1980; Reed, 1985; Meng et al., 1987,
Karsten er al., 1993; Barrow et al., 199'5).

El papel fisiologico de los solutos compatibles, en Rhodophyta, aunque
no esta totalmente comprendido parece estar intrinsicamente relacionado con el
incremento de la concentracion salina del medio (Kauss, 1967; Kirst, 1980a;
Ben-Amotz & Avron, 1983a; Reed e? al., 1985; Kirst, 1989), pero desempefiando
una funcioén protectora principalmente, pues el contenido intracelular de estos
solutos no podria reestablecer el volumen original de la célula (Reed ef al, 1980).
El floriddsido es el carbohidrato soluble mas acumulado durante la fotosintesis,
y los cambios descritos en su concentraciéon interna durante condiciones
osmoticas  variables pueden deberse a ajustes en la relacién
fotosintesis/respiracién con el fin de evitar la destrucciéon celular por

deshidratacion o excesiva entrada de agua (Reed et al, 1980).
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14 INTRODUCCION

La utilizacién de compuestos orgamicos para el crecimiento esta muy
documentada en microalgas (Lewitus & Caron, 1990, 1991a,b). En macroalgas
existe una escasa documentacién sobre el compoxfamiento de las fuentes de
carbono, aunque se sabe que la luz juega un papel importante como reguladora
en la utilizacion de los diferentes sustratos organicos. No obstante, este papel no
es el mismo en todas las algas, ni en diferentes condiciones fisiologicas, ni con
diferentes sustratos organicos (Sand-Jensen, 1988a,b; Markager & Sand-Jensen,
1990). Algunas especies vegetales no utilizan los glacidos (hexosas
fundamentalmente) como elementos centrales del metabolismo fotosintético del
carbono, sino otras sustancias (Kirst, 1989, Stoop et al., 1996). Asimismo, se
sabe que determinadas fuentes de carbono necesitan un sistema de transporte
para ser absorbidas, mientras que el alga requiere de un tiempo de contacto para
alcanzar la maxima eficiencia de transporte (Van Baalan & Pulich, 1973;

Neilson & Lewin, 1974).
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INTRODUCCION 15

1.2. MIXOTROFIA Y ACTIVIDAD BIOSINTETICA. EL GLICEROL Y
LOS ACIDOS GRASOS

En el caso particular de la Rhodophyta Grateloupia doryphora, nuestros
resultados demostraron que en cultivo in vitro, el glicerol estimula el crecimiento
y desarrollo, alterando las tasas fotosintéticas y respiratorias. Mas ain, se detecto
una intensa actividad celular con biosintesis y acumulacién de polisacaridos y
sustancias de caracter lipidico (Robaina et al., 1990a,b; Robaina ez al., 1995;
Garcia-Jiménez et al., 1996, 1998).

Estas evidencias y, la presencia del glicerol como componente estructural
de los acilglicéridos, sefialaban una posible transformacién del glicerol en
fracciones lipidicas, pues aparte de proporcionar energia, esta fuente de carbono
incorporaba esqueletos carbonados al metabolismo celular, pudiendo ser este

exceso de carbono acumulado en forma de PUFAs.

Actualmente existe una gran demanda de acidos grasos poliinsaturados
(PUFAs, del inglés polyunsaturated fatty acids), pues han sido descritos como
un agentes protectores de la salud. Esta conexidn entre los PUFAs y la salud, ha
impulsado continuamente la investigacién sobre su uso en la dieta de animales y
humanos (Nestel, 1988). Solo aquellos acidos pertenecientes a las familias w6 y
®3 (esta simbologia hace referencia a la posicion del primer doble enlace) son
considerados como esenciales, es decir, que ademas de desempeiiar una funcién
vital en el organismo, no pueden ser completamente sintetizados por éste
(Spector, 1999). Aceites como el 4acido eicosapentanoico (EPA) y el
araquidénico (AA), ambos considerados componentes esenciales en la dieta
humana (WHO/FAOQO, 1977; Lee et al., 1989; Spector, 1999), estan relacionados
con multitud de eventos que de una manera u otra inciden de forma beneficiosa
sobre nuestro organismo. El consumo regular de EPA ha sido relacionado con la
disminucién del riesgo coronario y de arterioesclerosis, con la prevencién de la

hipertriglicemia y la disminucién del colesterol en sangre, y se ha mostrado
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16 INTRODUCCION

efectivo en la disminucion de procesos inflamatorios (Nordoy, 1991;
Simopoulos, 1991; Ziboh, 1991; Rambjor et al., 1996; Weylandt et al., 1996,
Gill & Valivety, 1997). Asimismo se ha mostrado efectivo contra procesos
tumorales (Braden & Carroll, 1986; Senzaki et al., 1998). Por otro lado, el AA es
un precursor de las prostaglandinas (Sing & Chandra, 1988), y por ser un
componente de la leche materna en mamiferos, es necesario para el correcto

desarrollo de los recién nacidos (Koletzko et al., 1996).

La comercializacién de los PUFAs esta destinada principalente hacia
productos de complementacion dietética en humanos, y como suplementos en
piensos destinados a la acuicultura (de Pauw & Persoone, 1988, Thompson et
al., 1990; Sicko-Goad & Andresen, 1991; Robles Medina et al., 1999).

El aceite de pescado ha sido tradicionalmente la principal fuente
comercial de w6 y o3 PUFAs (Yongmanitchai & Ward, 1991; Banaimoon,
1992; Robles Medina et al., 1998; Chini Zitelli et al., 1999; de Swaaf et al,,
1999). No obstante, la creciente demanda, las nuevas aplicaciones comerciales y,
los inconvenientes derivados del almacenaje de grandes cantidades de aceite de
pescado, hacen que esta fuente sea insuficiente e inapropiada (Barclay ez al.,

1994; Carlson, 1996; Wood et al., 1999).

Las alternativas industriales y comerciales a los aceites de pescado, como
fuente de w6 y o3 PUFAs, son las algas (Cartens ef al., 1996; Molina Grima e?
al., 1996; Akimoto ef al., 1998; Cheung et al., 1998), pues como es sabido los
peces no pueden sintetizar los acidos grasos esenciales, sino que los acumulan a
partir de las algas incorporadas en su dieta (Ackman, 1982; Yongmanitchai &
Ward, 1989). En este sentido, las macroalgas rojas se caracterizan por tener
cantidades significativamente importantes de PUFAs de cadena larga, es decir,
EPA y AA (Khotimchenko & Vaskovsky, 1990; Dembisky ez al., 1991; Jones &
Hardwood, 1993; Khotimchenko & Levchenko, 1997).
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INTRODUCCION 17

1.3. REGULACION DEL CRECIMIENTO Y DESARROLLO. EL
GLICEROL Y LAS POLIAMINAS

En Grateloupia doryphora las poliaminas inducen el crecimiento y la
morfogénesis de la misma manera que lo ya descrito para el glicerol, es decir,
formacion de masas celulares con una alta division celular. No obstante, estos
efectos se ven ampliﬁvcados cuando ambos factores se disponen al mismo tiempo

en el medio de cultivo (Garcia-Jiménez et al., 1998).

En faner6gamas marinas, la bibliografia consultada solamente aborda el
uso de reguladores comunes durante la germinacién y propagacion (Loqués et
al., 1990; Bird & Jewett-Smith, 1994; Terrados, 1995; Balestri et al., 1998) pero

no explicitamente el de poliaminas.

Las poliaminas, moléculas de naturaleza organica y compuestas por una
cadena carbonada con grupos amino (Figura 1), ocupan una posicion relevante
entre los numerosos compuestos nitrogenados de los vegetales. La putrescina, la
espermidina y la espermina son las més ubicuas de las poliaminas, es decir, las
mas comunmente encontradas en todo tipo de organismos (Tabor & Tabor,
1984; Evans & Malmberg, 1989; Flores, 1990; Lee & Chu, 1992; Altman &
Levin, 1993).

Son sintetizadas en el ciclo del acido cetoglutarico, incluida en la ruta
biosintética de los aminoacidos glutamina-omitina-citrulina, que finalmente
acumula arginina y ornitina, reconocidos como los mayores precursores de las
poliaminas. La putrescina puede derivarse de estos dos precursores: directamente
a partir de la omitina, o indirectamente a través de unos intermediarios desde la

arginina (Figura 2).
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18 INTRODUCCION

NH,-(CH,)4-NH;

Putrescina

NHz-(CHz):;-NH-(CHz)rNHz

Espermidina

NH,-(CHy);-NH-(CH,),-NH-(CH,)s-NH,

Espermina

Figura 1. Diaminas y poliaminas de importancia fisiologica.

Cada via requiere la descarboxilacién de la molécula original a través de
la enzima especifica correspondiente: ornitina o arginina descarboxilasa (ODC y
ADC respectivamente). También se propone una ruta alternativa que implica a la
putrescina sintetasa, enzima multifuncional muy inestable que afecta a una serie
de complejas reacciones donde se implican diferentes compuestos relacionados

con las rutas de sintesis mas comunes.

La sintesis de la espermidina y de la espermina (Figura 2) requiere la
adicién sucesiva de un grupo aminopropilo donado por la descarboxilacién de la
S-adenosilmetionina (SAM) a la putrescina. Un tipo especifico de
aminopropiltranferasas, conocidas como espermidina y espermina sintetasa, son

las responsables de llevar a cabo la sintesis.

La degradacién oxidativa de las poliaminas se lleva a cabo por la accion
de las diaminaoxidasas, enzimas con una especificidad muy pequefia a la hora de
oxidar tanto las diaminas como las poliaminas. Los compuestos resultantes de

esta oxidacion son anillos pirrélicos o derivados (Slocum ez al., 1984).
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INTRODUCCION 19

Hasta el desarrollo de inhibidores especificos y competitivos para las
enzimas responsables de la biosintesis de poliaminas, no se conocia
especificamente su papel fisiolégico, aunque ya se asociaba su accion al
crecimiento y desarrollo celular (Slocum et al., 1984). Su descubrimiento
permitié conocer de una manera fiable el papel fisioldgico de estas sustancias
(Altman & Levin, 1993; Kevers et al, 2000). Por ejemplo, la o-
difluormetilornitina (DFMO) y la a-difluormetilarginina (DFMA), las cuales
desactivan irreversiblemente la ODC y la ADC respectivamente, permitieron
establecer relaciones entre los cambios en los niveles endogenos de poliaminas y
procesos relacionados con el crecimiento (Bagni et al., 1982; Tiburcio et al,

1986; Flores 1990).
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Figura 2. Biosintesis de las poliaminas (tomada de Buchanan, Gruissem, Jones

(Eds)).
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Existe abundante bibliografia acerca del papel de estas sustancias,
fundamentalmente en plantas superiores con aplicacién industrial o agricola
como Nicotiana tabacum (la planta del tabaco), Oryza sativa (la planta del
arroz), Solanum tuberosum (Ia patata), Lycopersicon esculentum (el tomate), etc.
Este conocimiento exacto del metabolismo de las poliaminas ha derivado en
estudios excelentes sobre su papel durante el desarrollo vegetal. Asi, la actividad
fisiologica de estas moléculas, ampliamente descrita, se relaciona con diferentes
procesos fisiolégicos y metabdlicos tales como el desarrollo y maduracion de
estructuras reproductoras (Torrigiani et al, 1987, Gerats et al, 1988),
estabilizadores de membranas celulares (Schuber ez al., 1983; Roberts ez al.,
1983; Kaur-Sawhney & Applewhite, 1993), moléculas que actian en respuesta a
situaciones estresantes (Flores, 1990; Aurisano et al., 1993; Das et al, 1995;
Galston er al., 1997; Kakkar et al., 2000), y como agentes antisenescentes
(Slocum et al., 1984; Evans & Malmberg, 1989; Rey e al, 1994; Del Duca et al.,
2000). \.

El papel de las poliaminas como reguladores de crecimiento parece claro
(Tiburcio er al., 1993; Scoccianti et al., 2000) y aunque se sabe que estan
intimamente relacionadas con todo tipo de hormonas vegetales (Lee & Chu,
1992; Gaspar et al., 1997; Bais et al., 2000; Tassoni et al., 2000), su accién

morfogénica y su mecanismo fisioldgico de accién no es del todo conocido.

Las poliaminas, debido a su naturaleza policatiénica puden aparecer
unidas a diversos tipos de componentes celulares como acidos nucleicos y
proteinas (Smith, 1985), de tal manera que en el interior de la célula se pueden
encontrar de tres formas diferentes, 1) en estado libre, ii) asociadas a moléculas
de bajo peso molecular y iii) unidas a macromoléculas, (Chibi et al., 1994;
Gallardo et al., 1994; Pedroso et al., 1997).

Los estudios sobre la presencia y los efectos de las poliaminas en

vegetales marinos son bastante escasos. El primer acercamiento a las aminas de
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22 INTRODUCCION

origen algal fue realizado por Kneifel (1979), mientras que, las primeras
revisiones sobre el papel de las poliaminas en plantas fueron hechas por Smith

(1971).

En general, los trabajos realizados en algas se han centrado en determinar
la presencia de estos compuestos, y sus efectos en diferentes condiciones
experimentales (Villanueva et al., 1980). Hamana y colaboradores (1990)
también encontraron diferencias en la composicién de poliaminas dentro de un
mismo grupo algal, relacionandola con las caracteristicas taxonomicas. A nivel
fisiologico, Cohen y colaboradores (1984) encontraron que las poliaminas
promovian la division celular en Chlorella, se detectaron actividades
relacionadas con su absorcion y transporte dentro del talo de Ulva (Badini ez al.,
1994); y Lee (1998) relacioné la acumulacién de putrescina y espermidina bajo

estrés hiposalino letal en varias especies de algas del intermareal.
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OBJETIVOS 23

I.4. OBJETIVOS

La especie Grateloupia doryphora es la que mejor se ha adaptado a nuestro
sistema de propagacion in vitro. Asi hemos constatado el efecto del glicerol en
cultivos asépticos de explantos o esporas, a los que provoca el aumento de su
capacidad de crecimiento y desarrollo. También va acompafiada de profundos
cambios fisiologicos celulares, con alteracién de las actividades metabélicas
basicas en condiciones mixtréficas; la promocion de la actividad biosintética y el
desarrollo de un patrén morfogénico sobre el que, pueden interferir los
reguladores de crecimiento, particularmente las poliaminas (Robaina, 1988;
Robaina et al., 1990a,b; Robaina et al., 1995; Garcia-Jiménez, 1994; Rodrigo &
Robaina 1997; Garcia-Jiménez et al., 1996, 1998).

Este sistema de propagacion sera util en un futuro para el

aprovechamiento biotecnoldgico segin las tendencias actuales, ya mencionadas.

Este trabajo se centra en el seguimiento del destino del glicerol exdgeno,

afiadido al medio, en los aspectos que se relacionan a continuacion.

1. El estudio de la mixotrofia v la actividad biosintética ocasionada. Se
pretende determinar si el flujo de carbono, a partir del glicerol, induce la
acumulacidn de acidos grasos de interés. Esto mcluye:

* La puesta a punto de técnicas cromatogréficas para el seguimiento
de las fracciones celulares polares y apolares.

* La cuantificacion del glicerol y otros productos derivados de su
metabolizacion, incluido el destino osmético del glicerol hacia
floridésido.

* La determinacién del perfil de 4cidos grasos de G. doryphora y su
modificacion por la alteracion de variables de cultivo que afectan a

la actividad mixotréfica: luz, glicerol y nutrientes.
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OBJETIVOS 24

2. El estudio de la interaccion glicerol-poliaminas en la regulacion del
crecimiento y el desarrollo in vitro. La posible acumulacion de poliaminas y su
relacién con el patrén de crecimiento y desarrollo detectado. Esto abarca:

o La puesta a punto de técnicas para la cuantificacion de poliaminas, en
macréfitos marinos, que sirvan como referencia de los posibles cambios
en medios con glicerol.

e La determinacién de las modificaciones en el perfil de las poliaminas

detectadas, la conversion de glicerol en éstas, y los efectos de la

inhibicién de su sintesis.
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MATERIAL Y METODOS: MATERIAL VEGETAL , 27

IL.1. MATERIAL VEGETAL: CARACTERISTICAS Y HABITAT

Las especies vegetales estudiadas procedieron de poblaciones naturales
existentes en diferentes puntos del litoral de la isla de Gran Canaria (Islas
Canarias). La recoleccién sucesiva de biomasa se realizé sobre las mismas
poblaciones para disminuir en lo posible la variabilidad espacial. A la hora de
.proceder a su colecta se cortaban a los individuos cerca de la base con ayuda de
unas pequefias tijeras. Los individuos presentaban un alto grado de
pigmentacion, y no estaban deterioradas por agentes fisicos (deshidratacion,
fuerte oleaje), quimicos (presencia de vertidos) o bioldgicos (predacion).

El transporte hasta el laboratorio se realizé inmediatamente, y siempre en
bolsas de plastico con cierre sellado y conteniendo algo de agua del mismo

entorno.

Las especies vegetales que han formado parte de este estudio comprenden
a la Chlorophyta Caulerpa racemosa; las Phaeophyta Dictyota dichotoma,
Padina pavonica, Cystoseira abies-marina, Stypocaulon scoparium y Taonia sp;
las  Rhodophyta Aspagaropsis sp, Gelidium canariensis y Grateloupia
doryphora; y la fanerégama marina de la familia Magnoliophyta, Cymodocea
nodosa. Seiialar, no obstante, que nuestra especie modelo experimental fue G.
doryphora, al ser la Unica especie que se cultiva en condiciones axénicas de
forma rutinaria. De ésta y de las otras especies se da una breve descripcion a

continuacion.

La Chlorophyta Caulerpa racemosa (Forsskal) J. Agardh (Orden
Caulerpales, Familia Caulerpaceae) presenta un talo de 5-7 cm de largo y 2-3 cm
de ancho, erecto y con forma de hoja ovoide alargada, unidas por estolones
subterraneos y generalmente formando praderas sobre fondos arenosos. A
menudo aparece entremezclada con praderas de la fanerégama Cymodocea

nodosa. Presenta un color verde brillante, pudiendo presentar tonalidades verde
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28 MATERIAL Y METODOS: MATERIAL VEGETAL

amarillentas en la zona superior del talo en época de produccién de gametos.
Bastante comun en fondos de Canarias. Se puede presentar 2 partir de unos
pocos metros de profundidad en costas protegidas, o a partir de los 10-15 m y

hasta los 30 m o mas en fondos de costas expuestas.

Las Phaeophyta Dictyota dichotoma (Hudson) Lamouroux, Padina
pavonica (Linné) Thiry, y Taonia sp., pertenecen al Orden Dictyotales, Familia
Dictyotaceae. Cystoseira abies-marina pertenece al Orden Fucales, y Familia
Cystoseiraceae, mientras dque Stypocaulon scoparium pertenece al Orden

Sphacelariales y Familia Stypocaulaceae.

D. dichotoma presenta un talo plano muy fino con un crecimiento
dicotémico muy regular, de 5-7 cm en tamafio. De un color marrén claro tenue,
cuando esta sumergida puede presentar tonalidades verde-azuladas iridiscentes.
Suele presentarse en agrupaciones mas 0 menos extensas.

En Canarias se presenta en practicamente todos los fondos rocosos, desde

los charcos del intermareal hasta los 10 m de profundidad.

P. pavonica es facilmente reconocible por sus impregnaciones calcareas a
modo de anillos a lo largo del talo. Este presenta una forma muy caracteristica en
forma de abanico y color marrén, y generalmente aparece roto y muy epifitado
por algas de menor tamaiio.

Aparece en pequefias agrupaciones de wvarios individuos desde el

intermareal inferior hasta los 10 m.

Taonia sp. tiene un talo acintado a modo de jirones e irregularmente
dividido, queda fijo al sustrato por un disco basal. Los individuos fértiles
muestran unas caracteristicas bandas transversales debido a estructuras
reproductoras. Es de un color marrén-amarillento, con tonalidades mas claras en

los extremos. Alcanza un tamafio superior a los 10 cm.
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Aparece por primavera hasta finales del otofio, en costas agitadas, desde
la superficie hasta los 10-15 m, y generalmente asociada a otros géneros como
Dictyora.

Cystoseira abies-marina (S. G. Gmelin) C. Agardh presenta un talo fino,
rigido y enmarafiado, con abundantes estructuras a modo de espinas a lo largo.
Casi siempre presenta un color marrén claro con diferentes tonalidades. Su
tamafio no suele exceder los 15 cm, pero forma bandas algales muy densas,
siendo dificil distinguir individuos independientes.

En Canarias se encuentra en los primeros metros del infralitoral en costas
expuestas, formando parte de la banda de algas fotofilas de la que es su mayor

representante.

Stypocaulon scoparium (Linné) Kiitzing tiene un talo compuesto por
mechones de filamentos rigidos y muy ramificados a modo de escobilléon. De
una tonalidad marrén, crece hasta los 10-15 cm. Aparece sobre cantiles y

grandes rocas, desde la superficie hasta los 15 m, y en gran abundancia.

Dentro de las Rhodophyta, Aspagaropsis sp., pertenece al Orden
Bonnemaisoniales, Familia Bonnemaisoniaceae. El gametofito tiene un eje
cilindrico, ramificado y con forma piramidal a modo de espiga. Se encuentra
desde la superficie hasta los 10-12 m de profundidad en zonas batidas por el

oleaje, generalmente en grandes agrupaciones.

Gelidium canariensis (Grunow) Seoane-Camba, representa un endemismo
Canario del Orden Gelidiales, Familia Gelidiaceae, posee un talo fino pero con
abundantes ramificaciones pinnadas, a veces irregular con terminaciones
espatuladas. Con una estructura cartilaginosa, toma tonalidades rojo oscuro
dando la impresion de ser incluso negra cuando se encuentra humeda y

agrupada. Esta tonalidad permite diferenciarla facilmente de otra especie, muy
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similar pero de color més claro, como es G. arbuscula. Alcanza un tamaiio
cercano a los 10 cm.
Los individuos de G. canariensis se dan en las zonas mas batidas de la

plataforma rocosa intermareal, siempre en la costa norte de las Islas.

Grateloupia  doryphora (Montagne) Howe, pertenece al Orden
Halymeniales y Familia Halymeniaceae, y puede aparecer como plantas aisladas
o formando matas de aproximadamente 4-5 cm de longitud, y en raras ocasiones
llegando hasta los 8-10 cm. Presenta una coloracion purpireo-rojiza cuando esta
en zonas donde no incide directamente la luz solar, adquiriendo colores mas
claros (pardos) e incluso llegando a despigmentarse en sus extremos superiores
cuando la. intensidad luminosa es muy elevada. Las ramificaciones son de una
dicotomia irregular, presentando una ancho de 5-20 mm. El ciclo de vida de G.
doryphora es trifasico del tipo Polysiphonia que incluye tetraesporofitos,
carpoesporofitos, y gametofitos. Las fases del gametofito y tetraesporofito son
independientes y viven libres, mientras que el carposporofito esta adosado al
gametofito femenino. Los gametofitos haploides masculinos y femeninos son
vegetativamente parecidos, con una morfologia idéntica a la del tetraesporofito
diploide isomérfico. G. doryphora se encuentra en zonas rocosas del mtermareal
medio-superior, a menudo en recovecos y charcos en zonas de penumbra de la

costa NE de Gran Canaria.

Cymodocea nodosa (Ucria) Ascherson es la unica fanerogama marina
estudiada, perteneciendo al Orden Potamogetonales y Familia Cymodoceaceae.
Sus hojas tienen una longitud de entre 10 — 20 cm, y aproximadamente 4 mm de
ancho. Posee un color verde, que toma tonalidades pardas en los extremos de las
hojas. Estas comparten una base comin, envueltas por una vaina. El nzoma es
fino y rastrero, y permanece unos centimetros enterrado en el sustrato, al que se

adhiere con un gran nimero de raices. Es una especie perenne que se reproduce
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tanto vegetativamente como por medio de flores y semillas. Los frutos son
discoidales y miden entorno a 1 cm de diametro.
Se distribuye en fondos arenosos y someros hasta los 30 m, formando

grandes praderas a modo de manchones.
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IL 2. PRODUCCION DE CARPOESPORAS E INCUBACIONES

Los cultivos in vitro se realizaron exclusivamente con carpoesporas de G.
doryphora obtenidas de forma axénica. Diversos experimentos preliminares de
cultivos de carpoesporas indicaron que €éstas debian ser asépticas, ya que el
crecimiento de contaminantes (bacterias y hongos) impedia el de las
carpoesporas. Para la obtencion de carpoesporas asépticas no fue factible la
esterilizacion directa de las mismas, por lo que se siguid la estrategia de

esterilizar los explantos que contenian los cistocarpos.

La estrategia general fue la de utilizar varios agentes que fueran
eliminando paulatinamente todos los organismos asociados al talo de las algas, y
una vez liberadas las carpoesporas ya asépticas, se recultivaron segun la
tecnologia in vitro desarrollada y establecida en nuestro laboratorio.

El procedimiento fue seleccionar los talos fértiles, los cuales se limpiaron
con pincel eliminando los restos de sustratos y epifitos, y se sumergieron en agua
destilada durante unos minutos para, mediante un shock osmético, eliminar los
microorganismos carentes de pared celular y pequefios invertebrados. Los
epifitos bacterianos y algales se retiraron con limpieza manual y bafio de
ultrasonidos. A continuacién, se cortaron fragmentos circulares (explantos) de 3
mm de didmetro conteniendo cistocarpos. Estos explantos fueron tratados con un
bafio de ultrasonidos y sumergidos en una solucién de betadine al 7% con una
gota de Tween 80, utilizado como tensoactivo, durante 7 mimitos. La
esterilizacién prosiguié con la incubacién individual de cada explanto en una

solucién de antibidticos con distintos espectros de accién durante 6 dias (Tabla

1).
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Tabla 1. Solucién de antibidticos por 100 ml de agua destilada y espectro de

accidon de cada uno de ellos utilizado en la desinfeccion de los explantos de G.

doryphora.

Penicilina Bactericida gram + 100 mg
Ampicilina Bactericida +/- 25 mg
Nistatina Fungicida 25 mg
GeO, Antidiatomeas 10 mg

Los explantos fueron entonces cultivados en medio Provasoli (PES,
Provasoli, 1968) agarizado (0.8% agar w:v) hasta que las carpoesporas se
liberaron de forma espontanea y germinaron. Estas esporas fueron recultivadas a
medio PES agarizado y se mantuvieron en una cémara de cultivo marca
KOXKA, bajo un fotoperiodo 16:8, a 19+2°C y a una irradiancia de 30 pmol
foton m™ s proporcionada por tubos de luz blanca fluorescentes (Sylvania
Grolux) medida al nivel de las placas de petri.

La composicion del medio de cultivo PES y de las soluciones stock se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicién quimica del medio PES.

Macronutrientes Concentracion | Micronutrientes Concentracion
(mg L) (mg L)
NaNQO; 70 ZnCl 52.4
Na,-Glicerol-P 10 MnSO4-H,O 614.5
FeSO, 7H,0O 251.7 CoCl 5.15
Na,-EDTA-2 H,0 5x10° Ac. Bérico 57x10°
Tiamina-HCl 1x10°
Biotina 10
Piridoxina 10
B2 2
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34 MATERIAL Y METODOS: CULTIVOS E INCUBACIONES

Todas las operaciones de incubacion y cultivo se realizaron en una camara
de flujo laminar horizontal GLATT LABORTECNIC. El material de laboratorio
usado en la incubacién y siembra fue esterilizado con un paso por autoclave y

flameado en alcohol en el interior de la camara de flujo.

Dado que determinados analisis exigian de una cierta cantidad de
biomasa, los disefios experimentales se establecieron con material limpio
superficialmente, pero sin llegar a ser asépticos. Para ello, se cortaron las zonas
de crecimiento de material vegetal y se realizé una limpieza como la descrita
anteriormente, pero sustituyéndose la incubacién en antibidticos por
incubaciones en erlenmeyers conteniendo agua de mar. Este periodo de
aclimatacion durd 48 horas bajo luz continua a 60 pumoles foton m? sy 192

°C de temperatura.

Incubaciones para el analisis del glicerol, floridésido y azicares de bajo

peso molecular

Se analizaron los contenidos de glicerol, floridésido, y azicares de bajo peso
molecular (LMWS), en el momento de la recogida y tras 24 horas de incubacion
en 0.3M glicerol, en 7 especies algales correspondientes a la Chlorophyta
Caulerpa racemosa, a las Rhodophyta Aspagaropsis sp., y Grateloupia
doryphora, y las Phaeophyta Cystoseira abies-marina, Padina pavonica,

Stypocaulon scoparium, y Taonia sp.

Para estudiar qué variables y en qué manera afectaban la acumulacion del
glicerol, del floridésido, y de los LMWS, los talos de G. doryphora, aclimatados
durante 48 horas fueron recultivados en las condiciones experimentales
correspondientes durante 24 horas mas, lavando previamente €l matenial con
agua destilada para eliminar en lo posible los orgahismos que hubieran podido

crecer en esas 48 horas. Los talos eran dispuestos en namero de 2 a 3, con un
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peso aproximado de 0.3 gramos peso seco, en los correspondientes medios
esterilizados de cultivo. Una vez finalizado éste, se procedia a lavar
cuidadosamente los talos bajo agua destilada y procurando eliminar los restos de
glicerol que pudieran quedar impregnando la superficie del alga, pues en caso
contrario se podian obtener medidas erréneas sobre la cantidad de glicerol

presente en el interior celular.

En un primer ensayo se trataba de optimizar las condiciones de cultivo
que, de acuerdo a la experiencia y bibliografia, pudieran favorecer la
acumulacion en G. doryphora. De esta forma se optdé por las variables luz,
concentracion de glicerol, y concentracion nutrientes (Tabla 3). En este ultimo
caso y dado que el medio de cultivo base era medio PES, y que el disefio
experimental elegido exige el uso de variables concretas y continuas, se decidi6
representar la concentraciéon de nutrientes como la concentracién de nitratos,
pues son €stos los mas representativos del medio PES. Asi, los tres niveles de
nutrientes se corresponden con i) agua de mar sin nutrientes, i) medio PES (70

mg NaNO; L™), y iii) medio PES doble (140 mg NaNO; L™).

Tabla 3. Niveles de las variables.

Niveles -1 0 1
Variables
Intensidad de luz (umol fotén m?s?) 30 60 90
Nitrato (mg L™) 0 70 140
Glicerol (M) 0.05 0.1 0.3

Para mantener la osmolalidad entorno a 1 Osmol kg, y debido a la
presencia de concentraciones notables de glicerol en cultivo, el medio PES se

diluia al 70%, 90%, y 95% con agua destilada, resultando en medios
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36 MATERIAL Y METODOS: CULTIVOS E INCUBACIONES

PES70+0.3M glicerol, PES90+0.1M glicerol, y PES95+0.05M glicerol

respectivamente (Tabla 4).

Tabla 4. Proporcién de agua de mar (SW) y agua destilada (DW) mezcladas para

satisfacer la condicién de osmololidad = 1 Osmol kg

PES70 PES90 - PES95
Glicerol 0.3 M 7SW:3DW
Glicerol 0.1 M 9:1
Glicerol 0.05 M 9.5:0.5

Derivados de los resultados sobre las variables que afectaban a las
concentraciones de floridésido y de glicerol interno, se disefiaron dos
experimentos. En el primero, se estudié el efecto de la luz y de la salinidad a
corto plazo (2 horas de incubacién) sobre el comportamiento de los solutos
compatibles (glicerol y floridésido). Se sabe que las algas que habitan en
entornos intermareales (como es el caso de G. doryphora) responden de forma
muy rapida a cambios de caracter salino en su entomno. Por esta razon estos
experimentos se realizaron durante un corto periodo. Cada experimento consitio
en dos series desarrolladas en paralelo; una serie tendria lugar en condiciones de
iluminacién (90 pumol foton m? s7), y la otra en oscuridad. Para cada serie, se
establecieron 5 incubaciones cada una con una concentracién de glicerol
creciente (0, 0.125M, 0.25M, 0.375M, 0.5M) vy, diluyendo de manera
proporcional el contenido de agua de mar (100%, 87.5%, 75%, 62.5%, 50%),
siempre para mantener una osmolalidad constante (aquella del agua marina, 1 Os
kg™). Por lo tanto, la concentracién de cada uno de las especies quimicas que
componen la fraccidn salina del agua de rﬁar, disminuia de forma proporcional
(Tabla 5). El medio base estaba constituido por agua de mar diluida con agua

destilada, sin ningin tipo de nutriente adicional.
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Tabla 5. Caracteristicas de los medios de cultivo. Las concentraciones de NaCl y
de KCl fueron calculadas tedricamente.
%SW. porcentaje de agua de mar.

Cultivo1l Cultivo2 Cultivo3 Cultivo4 Cultive s

%SW 100 87.5 75 62.5 50
[NaCl] (mM) 427 374 320 267 214
[KCI] (mM) 9.4 8.2 7.05 5.88 47

Concentracion de 0M 0.125 M 025M 0375M 0.5M

glicerol

A continuacion se plante6 un disefio que estudiaria el efecto del NaCl y
del KCI (NaCl: 140 mM; KCI: 140 mM) sobre el comportamiento del
floridésido y la entrada de glicerol al interior celular, bajo diferentes
concentraciones de glicerol exogeno. En esta ocasidon, el medio base estaba
compuesto por agua destilada, equilibrando la presién osmoética hasta 1 Os kg
por medio de manitol. Las condiciones de luz y temperatura fueron 90 pmol

fotones m™s™ y 19+2 °C respectivamente.
Incubaciones para el analisis de acidos grasos

Se caracterizo el contenido en 4cidos grasos de muestras de G. doryphora

recogidas en la naturaleza y tras 48 horas de aclimatacion.

Con la finalidad de observar de qué manera afectaban las concentraciones
de nitratos y glicerol y, la intensidad de luz a la biosintesis y acumulacién de
acidos grasos, se disefiaron dos experimentos. En el primero se determiné el
tiempo Optimo (14 horas vs. 24 horas) de biosintesis de los acidos grasos en

funcion de la concentracion de nitratos y glicerol, a una intensidad de luz de 90
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pumol fotones m"2 s' Se evalu6 también el contenido total en acidos grasos y el
comportamiento de los tres acidos grasos mas significativos en G. doryphora:
palmitico (16:0), araquidénico (AA, 20:4n6), y eicosapentanoico (EPA, 20:5n3).
Esta eleccion se hizo considerando que la mayoria de los procesos biosintéticos
de 4cidos grasos en algas comienzan en el palmitico, y finalizan en los
compuestos poliinsaturados de cadena larga (Gurr, 1971; Hardwood & Jones,
1989; Wolff et al., 1999).

‘Se ensayaron dos concentraciones de nutrientes (PES, 70 mg nitrato L
PESx2, 140 mg nitrato L), junto con dos de glicerol (0.1'y 0.3M), en un ensayo

factorial 2x2, con dos tiempos de incubacién diferentes, es decir, 8 experimentos

(Tabla 6).

Tabla 6. Disefio experimental factorial 2x2x2, aplicado a los primeros estudios

sobre la acumulacion de acidos grasos.

Tiempo de incubacién 0.1M Glicerol 0.3M Glicerol
Medio PES 14 horas 14 horas
24 horas 24 horas
Medio (PESx2) 14 horas 14 horas
24 horas 24 horas

En esta primera serie se trabajo con biomasa en forma de explantos, pues
al mismo tiémpo se observaria la idoneidad de este tipo de tejido para cuantificar
los acidos grasos.

Los explantos esterilizados y aclimatados durante 43 horas, segun lo
descrito, fueron analizados para establecer los controles pertinentes.

Se establecieron 16 incubaciones simulténe'as, cada una con 40-50
explantos y un peso total de entre 20-50 mg, bajo condiciones homogéneas de

agitacién, luz (90 umol fotén m? s) y temperatura (1942°C). Del total, 8
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estuvieron funcionando durante 24 horas, mientras que las otras 8 se detuvieron

a las 14 horas.

Atendiendo a los resultados del primer experimento y segun el disefio de
Box-Behnken, se estudi6 el perfil de 4cidos grasos de G. doryphora de acuerdo a
tres variables de cultivo: intensidad de luz (30, 60, 90 pmol fotén m™ s™);
concentracién de nitrato (0, 70, 140 mg nitrato L) y concentracién externa de
glicerol (0.05, 0.1, 0.3M).

El efecto de la temperatura sobre la biosintesis y acumulacion de acidos
grasos de cadena larga ha sido extensamente tratado en la bibliografia para
microalgas (Holton et al., 1964; Sato et al., 1979; Ahemn et al., 1983: Teshima e?
al., 1983; Seto et al., 1984; Kayama et al., 1985; Henderson & Mackinlay, 1989;
Thompson et al., 1992; Garcia-Sanchez et al., 1996), y en menor medida para
macroalgas, fundamentalmente Phaeophyta (Pohl & Zurheide, 1979; Smith er
al., 1982; Pettit et al., 1989; Al-Hasan er al., 1991; Dawes ef al., 1993). Pero esta
ampliamente reconocida la relacién negativa existente entre ambos factores al
mismo tiempo que se relaciona con la fluidez de las membranas.

Por otro lado, el efecto de los nutrientes y fuentes de carbono organica
sobre microalgas también ha sido extensamente tratado en la bibliografia, pero
en mucha menor medida (Chen & Johns, 1991; Tan & Johns, 1991:
Yongmanitchai & Ward, 1991; Garcia Sanchez er al., 1994; Vazhappilly &
Chen, 1998; Wood ef al., 1999), y escasamente para macroalgas (Ivanova et al.,
1999).

Por este motivo y dadas las limitaciones propias de un disefio
experimental para tres factores, se decidié considerar preferentemente el papel
de la luz, los nutrientes y el glicerol; sobre los niveles de acidos grasos en G.

doryphora.
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Incubaciones y cultivos para el anilisis de poliaminas

Se determinaron los niveles enddgenos de poliaminaé en las algas Dictyota
dichotoma, Gelidium canariensis, y Grateloupia doryphora.

En G. doryphora, ademas de valorar estos niveles endogenos y, con el
objetivo de determinar si la presencia de glicerol en el medio de cultivo
provocaba una acumulacion de poliaminas, las esporas axénicas fueron
incubadas en placas de petri con medios liquidos PES90+0.1M glicerol durante 1
semana. Los medios control se establecieron en PES (ausencia de fuente de

carbono). Las condiciones experimentales son las ya descritas.

Para el estudio de la relacion entre glicerol y poliaminas, se realizaron
también otras experiencias de cultivo in vitro con G. doryphora relacionadas con
la asimilacién de compuestos marcados radioactivamente, cuyas caracteristicas

se detallan en el apartado II. 6.

Previa a la comprobacién de entrada de poliaminas exogenas en C.
nodosa, se determinaron los niveles endbgenos en esta faner6gama,

considerando tres partes de la planta: rizoma, hojas, y raiz.

En el experimento de dipping, los fragmentos de C. nodosa se dispusieron
durante 1 hora en medios PES liquido con concentraciones de putrescina,
espermidina, y espermina de 10*M. Estas se afiadieron individualmente a los
medios esterilizados. Experimentos previos habian demostrado que esta
concentracién era Optima para el ensayo. Los controles se establecieron
incubando durante el mismo periodo de tiempo en PES. Cada experimento se
realizo por triplicado usando 2 explantos, es decir, usando 6 explantos por
tratamiento. Al cabo de la hora, la muestras fueron congeladas y almacenadas a —

20°C hasta su posterior analisis.
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3. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE GLICEROL,
FLORIDOSIDO Y DE AZUCARES DE BAJO PESO MOLECULAR

Existe una gran homogeneidad en los protocolos usados para extraer los azicares
solubles del interior celular. Extracciones en agua, o bien en disoluciones
acuosas de entre el 80%-20% de etanol, durante periodos de una a varias horas y
a una temperatura de entre 70-80°C. Esta simplicidad instrumental (agua o
etanol:agua a 70°C) se disipa enseguida pues, los autores no se ponen de acuerdo
ni en los tiempos de extraccion, ni en las proporciones a usar, ni en el numero de
extracciones sucesivas necesarias (Kirst, 1980a; Reed, 1985). Karsten y
colaboradores (1991) trataron de hacer frente a esta heterogeneidad, y
concluyeron que no habia diferencias significativas entre los métodos
anteriormente propuestos. En nuestro caso, y por su maxima simplicidad

optamos por una extraccidn exclusivamente con agua.

En el caso de azlicares simples y heterdsidos, solo cuando el analisis
cuantitativo se realiza con cromatografia gaseosa o gas-liquido (ver mas abajo)
tiene sentido la reaccién de derivatizacién. En nuestro caso éstas no fueron las
técnicas analiticas elegidas, por lo que para estas sustancias no profundizaremos

en este aspecto.

La metodologias analiticas para el glicerol y los azucares de bajo peso
molecular son bastante diversas, desde métodos enzimaticos hasta
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (solo analisis cualitativo),
pasando por varios tipos de cromatografia (cromatografia en capa fina, gas-
liquido, y cromatografia liquida de alto rendimiento) y métodos colorimétricos.

En los ultimos afios parece que los investigadores se han decantado por
técnicas cromatograficas HPLC (High Performance Liquid Chromatography),
quizas debido a la gran fiabilidad y elevada sensibilidad de esta tecnologia. En

particular, la cuantificacion del glicerol, aziicares simples, y heterésidos
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mediante HPLC en flujo isocratico tiene la ventaja de trabajar con el agua como
Ginica fase moévil y, ademas, el analisis directo de los extractos vegetales
simplifica bastante el protocolo analitico de las muestras. El software
proporcionado por la empresa VARIAN®, asociado al sistema de bombeo
isocratico HPLC para LMWS, incluia una aplicaciéon que cuantificaba cada
sustancia detectada, a partir de su curva de calibrado previamente calculada e

introducida en la memoria del programa.

El protocolo de extraccion seguido en este trabajo es una modificacion del
descrito por Karsten y colaboradores (1991) para la fraccion de azucares de bajo

peso molecular solubles en agua.

Fl material vegetal a analizar se seco en una estufa durante 24 horas a
90°C, y se obtuvo el peso seco de la muestra. En un mortero, se homogeneizd el
material para permitir una mejor extraccion de sus componentes solubles. Los
aziicares fueron extraidos durante 4 horas a 80°C en tubos dispuestos sobre un
calentador tipo termoblock. La caracteristica especial de estos tubos consiste en
su longitud y estrechez, que permiten un calentamiento del agua en su base, y la
condensacién del vapor resultante en la parte superior, manteniendo la cantidad
de agua practicamente constante e impidiendo que la extraccion se detenga por
falta de agua. Dado que la concentracién de estas sustancias en las algas no es
muy elevada, la extraccion se hizo a una.elevada concentracion: 30 mg peso seco
ml” agua bidestilada. Varios experimentos preliminares permitieron llegar a esta
proporcion, la cual daba la resolucién dptima de los azicares en el cromatografo.
Al final de la extraccion se recoge 1 ml de la disolucion, que contiene disueltos
gran variedad de compuestos como pigmentos, polisacaridos, monosacaridos,
heterésidos, etc, y se almacena a -20°C para evitar en lo posible la degradacion

por parte de bacterias y hongos.
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Previo analisis de la muestra en HPLC se hizo necesaria la retirada de
aquellas moléculas, presentes en la disolucién, con carga opuesta a la de la resina
de la columna del cromatdgrafo que, pueden disminuir su efectividad.

En este sentido, se utilizd una resina tipo DOWEX-50W, la cual se
configura en forma de malla capaz de retener a los aminoacidos e 1ones cargados
positivamente. Esta resina se preparé en una proporcién de 70 mg ml”, v a
continuacién se puso en contacto con una fraccién de la muestra en una
proporcion 5:1 v/v. Agitandose regularmente, se mantuvo en contacto durante 2

horas, tiempo suficiente para que los aminoacidos fueran retenidos por la malla.

Para evitar el paso de macroparticulas derivadas de los tratamientos
realizados, al interior de la columna, se separaron de la muestra los fragmentos
vegetales procedentes de la extraccion, restos organicos derivados de la
hidrélisis 4cida, o residuos de resina de intercambio. Asi, 100 ul de muestra
fueron centifugados durante 10 minutos, a 15000 rpm; una vez finalizado este
primer centrifugado, se tomé 90-95% de la muestra y, en un nuevo eppendorf, se
vuelve a centrifugar en las mismas condiciones. De este ltimo extracto, con una
microjeringa para HPLC (ILS microsyringe for HPLC; 50 pl squared end 0.028-
inch OD (22 gauge) x 2 inch long needle) se tomaban cuidadosamente 50 ul para

ser inyectados al cromatdgrafo.
Las condiciones de trabajo se describen a continuacién:

» Bomba HPLC isocratica: VARIAN 9002.

 Detector: Refractometro diferencial WATERS 410.

o Columna: Shodex sugar ionpak KS-801. v

e Vilvula de inyeccién de muestra: Rheddyne© 20 pl loop 77251
Syringe Loading Sample Inyector.

» Temperatura horno externo (columna): 60°C.

» Temperatura horno interno (detector): 45°C.
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« Fase moévil: Agua bidestilada Millie-Q y desgasificada (las
temperaturas de trabajo de la columna y del detector podia hacer
aparecer microburbujas que interferirian con la sefial detectada,
haciéndola mas imprecisa e ilegible).

e Flujo fase movil: lml/min.

« Duracién total del cromatograma: 20 min.

. Software informatico: Start Cromatography Workstation v4.51.

La valvula de inyeccion Rheodyne© incorpora la muestra a la columna sin
que el flujo de la fase movil se vea interrumpido, es decir, sin que cambie la
presion del sistema, aspecto fundamental en la cromatografia HPLC. Ademas
posee un sistema que regula el volumen de muestra que se inyecta, de tal manera
que, cargandose siempre un volumen algo superior a los 20 ul, el exceso es

eliminado por un sistema de bucles de reboso.

La identificacion e integracion de los picos se realizé usando el método del
estandar externo, es decir, analizando por separado en el HPLC, cada uno de los
compuestos a identificar y calculando su respectiva curva de calibrado a partir de
disoluciones con diferente concentracion. Inicialmente se prepararon
disoluciones milimolares de glucosa, galactosa, manosa, fructosa, xilosa, y
glicerol (Tabla 7), y mediante disoluciones sucesivas se obtuvieron los puntos
necesarios para obtemer las curvas de calibrado y los tiempos de retencion
asociados a cada compuesto (Figura 3, Tabla 8).

Debido a la gran cantidad de impurezas que presentaban la muestras, la
resolucion por separado de los picos de la galactosa, manosa, xilosa, y fnictosa,
no fue posible. Por lo tanto, no se pudo asegurar cual de las sustancias estaba
realmente siendo detectada, y en caso de haber mas de una, en que proporcion se
encontraban. Asi y a la vista de los datos de las rectas de calibrado (Figura 3), se
decidi6 considerar una unica recta que englobara a todas las hexosas, es decir, se

cuantificé la mezcla de monosacaridos en unidades de uno de ellos. La recta
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seleccionada fue la de la fructosa, por considerarse aproximada a una media. Por
lo tanto, el método de calculo usado en el estudio sobre la acumulacién de

azicares de bajo peso molecular fue:

Compuesto | Tiempo de Rectas de calibrado Concentracion
Retencién
LMWS 7-8 Cimws = 1.6x10™ ZA | ypws nmol / 20 pl

Los compuestos usados en estos analisis fueron proporcionados por la

casa Sigma Chemical Co.

Tabla 7. Concentraciones usadas (mM) en el calculo de las curvas de calibrado.

Concentracién; Concentracién, Concentracions
Glucosa 5.99 2.99 0.56
Galactosa {5.60 2.80 0.56
Manosa 5.72 2.86 0.57
Xilosa 6.66 3.33 0.67
Fructosa |[5.88 2.94 0.59
Glicerol 110 11 1.1
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Tabla 8. Tiempos de retenciéon y rectas de calibrado para cada uno de los

estandares usados.

[¢], Concentracién (nmol pl™; umol ul” para el glicerol) asociada al 4rea de la sefial cromatografica; A,

Area de la sefial cromatografica.

Estandar | Tiempo de retencion Rectas de calibrado Ajuste
(minutos y segundos) (r®)
Glucosa 7°00”’ [c]=0.3719+1.78x10°A  0.999
Galactosa 77127 [c] = -1.78+1.2x107A 0.998
Manosa 7°40” [c] =-0.5148+1.41x10"A  0.999
Xilosa 7°43” [c] = -2.03+1.34x107A 0.999
Fructosa 7°48” [c]= -0.1523+1.61x10*A  0.999
Glicerol 830" [c]=-0.0219+3.56x107A  0.997
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Curvas de Calibrado

nmol
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“~. FRUCTOSA

Figura 3. Curvas de calibrado de los distintos monosacéridos analizados.
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La cuantificacion del floriddsido se determind por un método indirecto,
descrito por primera vez por Kirst (1980a). Considerando que no se pudo obtener
un estandar comercial para el floriddsido, se realizé una hidrolisis acida para
romper dicha molécula y liberar sus dos componentes: el glicerol y la galactosa

(Figura 4). Previamente, se habia cuantificado el contenido del glicerol.
1 mol Floridésido < 1mol Glicerol + 1 mol Galactosa
Figura 4. Relacidn quimica entre el floridésido y sus componentes moleculares

La hidrélisis consistio en mezclar 200 pl de muestra junto con 200 ul de
HC1 12M en ampollas de vidrio (Ampuly OPC 325 kusov, DIN 58377 B 1-br
STONKA 5.5-6.0 09/96 Medical-glass, Bratislava, Eslovaquia). Las ampollas se
sellaron con un soldador de ial'opano-butano/oxigeno (Rothenberger, ROXY-KIT
120L 3100°C, Alemania), y se incubaron a 100°C durante 20 horas. Tras este
periodo, las muestras ya hidrolizadas, fueron extraidas y tratadas para su analisis
en HPLC.

En este primer andlisis, se observa que el pico correspondiente al
floridésido aparece a los 6.5 minutos (Figura 5). La muestra hidrolizada,
presenta los picos de la galactosa y el glicerol, desapareciendo el floridésido.
Este procedimiento permite obtener la concentracion de floriddsido a partir del

area correspondiente al glicerol en el cromatograma de hidrolisis (Tabla 9,

Figura 5).
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Tabla 9. Tiempos de retencién, y rectas de calibrado para cada uno de los

carbohidratos estudiados.

A = 4rea de la sefial; C = concentracion.

Compuesto | Tiempo de Rectas de calibrado Concentracion
Retencion
Floridésido 6’30’ Agy = 0.0831 Ap + 52531 ---
Glicerol 8’30’ C =-0.0219+3.56x107 A pmol / 20 pl
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A
Florjdépido
— ——
! ) 6 l? 18 I9 . L]
minutes
Peak Name Ret. Area
Time (counis)
(min)
6.511 701754
7474 30800
B
a
¢ T 6 17 18 19 1
minutes
Peak Name Ret. Area
Time (cowis)
(min)
7.474 370054
Glicszol 8543 107991

Figura 5. Cromatogramas HPLC correspondientes al analisis de floridésido,
glicerol, y azicares de bajo peso molecular en una muestra control de
Grateloupia doryphora. En la grafica superior (A) aparece el contenido
intracelular antes de la hidrolisis acida, y (B) después de la hidrélisis. Las
graficas no estan a la misma escala vertical.
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IL 4. EXTRACCION, SEPARACION Y CUANTIFICACION DE ACIDOS
GRASOS

Las metodologias mas ampliamente descritas en la bibliografia actual son de
Blight & Dyer (1959), y Folch y colaboradores (1959), pero en numerosas
ocasiones son modificadas para adaptarlas a las particularidades de las muestras
y del material disponible en los laboratorios, tal y como ocurre en nuestro caso y
en muchos otros (Khotimchenko & Vaskovsky, 1990; Yongmanitchai & Ward,
1991; Dawes et al, 1993; Stefanov et al, 1994; Vazapilly & Chen, 1998; Xu et
al, 1998).

En general, la extraccion de las fases lipidicas comprende una primera
etapa donde se combina la muestra vegetal con una mezcla aziotrépica de dos
solventes polares (metanol-cloroformo, metanol-benceno, hexano-isopropanol,
etc.), seguida de una purificacion del extracto con la finalidad de retirar
compuestos no deseados y restos de estructuras celulares. A partir de aqui los
protocolos descritos varian bastante, encontrandose pequefias modificaciones
entre los diferentes autores. Las reacciones de saponificacién, la separacion de
los compuestos no saponificables, y los procesos de purificacion y
reconcentraciéon de los lipidos totales, son técnicas que puede complicarse
mucho, tanto por la variedad de reactivos usados, asi como, por las diferentes

proporciones usadas entre ellos.

La mezcla metilante, responsable de la reaccion de transesterificacion de
los acidos grasos previa al anlisis lipidico, consiste en una disolucién de un
acido fuerte en metanol. Las mas cominmente descritas en la bibliografia
pueden contener acido sulfirico, clorhidrico, cloruro de acetilo, o fluoruro de
boro (Seto et al., 1984; Sukenik et al., 1989; Dembitsky et al., 1990; Ivanova e!
al., 1999). Esta reaccién, altamente exotérmica, se realiza a temperaturas

cercanas a los 100°C, y con tiempos de reaccion que van desde los 10 minutos a
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cerca de la hora. El tipo de muestra, asi como su entorno fisicoquimico, son

factores fundamentales para determinar el rendimiento de la reaccién.

La cromatografia gaseosa (GC, del mnglés Gas Chromatography) con
detector tipo FID (Flame Ionization Detector) es la mas aceptada de las técnicas
usadas para detectar y cuantificar los acidos grasos siempre como ésteres
metilicos. S6lo Ramavat y colaboradores (1997) se decidieron por la

cromatografia HPLC.

La adicién de un estandar interno (EI) a la muestra, previa metilacién de
los acidos grasos, es uno de los métodos mas usados para la posterior
cuantificacién de los picos correspondientes a cada 4cido graso, y aunque
algunos autores se deciden por la cuantificacién a partir de comparacion con
estandares puros, tal y como se ha descrito anteriormente para LMWS, no es lo
mas comun. La cuantificacion con EI consiste en afiadir, una concentracidon
determinada de un acido graso conocido pero inexistente de manera natural en la
muestra problema. De esta manera, se asocia el area de este pico de referencia a
una concentracion establecida por el usuario, calculando a partir de estos dos
datos la concentracion de cada uno de los picos detectados. La eleccion de un EI
adecuado depende del perfil lipidico de la muestra, pues sera necesario que el
tiempo de retencién del EI no coincida con ninguno de los acidos grasos que
estén siendo analizados, es decir, debe aparecer en una ventana libre de acidos
grasos.

Se asumid que el factor de respuesta para todos los ésteres metilicos era el

mismo independientemente del nimero de carbonos del acido graso.
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El método de extraccion, a continuacion descrito, es una modificacion del

propuesto por Blight & Dyer (1959), pero adaptado para vegetales marinos.

Las muestras vegetales fueron previamente lavadas en corriente de agua
dulce para retirar la mayor cantidad posible de sal, que resulta una dificultad
afiadida al proceso de deshidratacion posterior. A continuacion, se cortd el talo
en fragmentos pequefios con ayuda de unas tijeras para una mayor
homogeneidad del material vegetal. Con el objetivo de retirar la mayor cantidad
de agua del tejido vegetal, la muestra se dispuso en un matraz erlenmeyer con
200 ml de metanol durante 1 hora y agitacion periédica, para mas tarde,
desactivar la principal enzima oxidativa de los acidos grasos (fosfolipasa) en un
rotaevaporador a 60-65°C. La resultante mezcla azeotropica agua-metanol se
evapor6 en gran medida, y tras el filrado de la muestra, se realizd la extraccion
de los lipidos en una disolucion cloroformo-metanol 1:1.

Esta disolucién se deja actuar durante 20 horas en un matraz erlenmeyer
tapado con papel de aluminio. Tras este periodo, el material vegetal se separa por
filtracién de la disolucién extrayente, con ayuda de un embudo cubierto con
papel de filtro, la cual es guardada. A continuacion y sobre el mismo sistema de
‘filtro, se afiaden 100 ml de cloroformo (2 veces, 100x2). Ambas disoluciones se
unen en un mismo matraz redondo y, nuevamente en el rotaevaporador se
destila, eliminando la mayor cantidad de la mezcla metanol-agua. Tras la
destilacion y en un embudo de decantacion, se afiadio a la disolucién de
cloroformo resultante la misma cantidad de agua destilada. De esta manera s€
retiran otros componentes celulares que tienen una mayor afinidad por las
disoluciones polares que apolares y, que han llegado hasta esta etapa, como s el
caso de azicares, aminoacidos y sales. Esta fase puede optimizarse en el caso de
material vegetal de procedencia no marina, afiadiendo 0.9% (w/v) de KCl
(Christie, 1973).

Tras agitar vigorosamente se observaron tres capas, una acuosay polar

(superior), una orgéanica apolar (inferior), y una intermedia mas estrecha y turbia
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que contiene restos celulares. Se recupera la disolucién inferior y Se evapora en
el rotaevaporador para finalmente afiadir otros 2 ml de cloroformo. Este extracto
lipidico se almacena a -20°C en un tubo con rosca de teflén hasta su posterior
metilacién. Esta muestra ademas contiene gran cantidad de pigmentos, asi como
esteroles, y glucdsidos. Los restos vegetales totalmente deshidratados fueron
puestos en corriente de aire unos minutos, para eliminar el cloroformo restante y
a continuacidn ser pesados (peso seco).

En general, este procedimiento no difiere mucho del propuesto por
Christie (1973). La disolucién extractiva cloroformo:metanol (1:1 v/v) fue la
misma, y €l sistema faseado contenia sales. La agitacion y posterior decantacién
de las muestras optimizo6 el proceso de separacién de las diferentes fases frente a
la filtracion. Por lo tanto, este método extrae un porcentaje de lipidos similar al

propuesto originalmente.

La transesterificacién de los acidos grasos se llevo a cabo con la reaccion
de metilacion. La disolucidn metilante consistié en cloruro de acetilo al 5% (v/v)
en metanol (Lepage & Roy, 1984).

La disolucion, propuesta por Blight & Dyer (1959), compuesta de acido
sulfurico al 4% (v/v) en metanol, dio peores rendimientos en la

transesterificacion de los 4acidos grasos.

Tras secar el extracto lipidico en corriente de nitrgeno para evitar la
oxidacion de los acidos grasos, se afiadieron 5 pl de disolucién de estandar
interno (EI), 2 ml de disolucién metilante y 1 ml de hexano. Como EI se usé el
acido nonadecanoico 19:0, C;9H34,0, (Sigma Chemical Co.), preparado en una
disolucion de 25 mg/ml metanol-benceno 3:2 v/v.

La reaccion de metilacion es muy exotérmica y lenta, catalizandose entre
90-95°C, en un termoblock, a durante 2 horas. Las caracteristicas de la reaccion
(presiones muy elevadas y atmosfera muy corrosiva) hacen que los tubos deban

ser de cristal PYREX®, mas resistentes, y terminados en rosca para ser cerrados
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con tapones que contengan topes de teflon. Una vez pasado el tiempo de
reaccion, esta se detuvo enfriando los tubos con agua corriente. Seguidamente se
afiadieron 3 ml de agua destilada y 2 ml de hexano, y se agité vigorosamente.
Transcurridos unos segundos la disolucion se fased, recogiéndose la capa
inferior que contiene los 4cidos grasos, ya como ésteres metilicos (FAMEs, de la
literatura inglesa Fatty acid methyl esthers). La operacién con el hexano se

repitio al menos 2 veces mas para optimizar la recogida de los FAMEs.

El extracto lipidico contiene entorno a un 60% de impurezas (compuestos
de naturaleza lipidica pero no saponificables como pigmentos y esteroles), por lo
que previo andlisis de la muestra en el cromatégrafo de gases se procedio a
purificar el extracto mediante una cromatografia en capa fina (TLC, del inglés
Thin Layer Chromatography). Se usaron placas de vidrio de 20 x 20 cm (20x20
cm Pre-Coated TLC plates SIL G-25 UVss4 0.25 mm silica layer, MACHEREY-
NAGEL, Germany) previamente activadas en una estufa a 80°C. La fase movil
consistia en hexano-acetona 97:3, y junto a la muestra se disponia una pequefia
cantidad de una mezcla de 4cidos grasos conocida (aceite de higado de bacalao
comercial) y metilados previamente. La cromatografia se desarrollo durante 1
hora aproximadamente, tiempo suficiente para que el frente se sitie a unos 2 cm

del limite superior de la placa.

Para el revelado de las placas se usé vapor de yodo resubliminado de la
siguiente manera: en una pipeta pasteur con lana de vidrio en la punta se
disponen unas bolitas de yodo resubliminado. Con corriente de nitrogeno a
través de la pipeta, esta se aplico sobre la placa, apareciendo en breve las bandas
de los lipidos metilados en un color amarillo palido. Al estar el aceite de higado
de bacalao muy concentrado en acidos grasos, su mancha aparece en una
tonalidad mas oscura, y tomando su Rf se identifica la banda correspondiente a

los FAMEs de la muestra algal. Esta banda se raspa de la placa y se dispone en
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el interior de una columna de plastico adaptada para liberar los metil ésteres del
gel de silice. '

En la columna de unos 15-20 cm de largo se disponen por este orden: un
poco de algodén (sin excesiva presion), una cierta cantidad de cloruro
célcico-anhidro, y por tltimo la banda raspada de la placa. A continuacién se
afiade dietiléter que extraera los FAMEs del gel de silice. Una vez finalizado este
proceso, se evapord la mayoria del dietiléter en corriente de nitrégeno hasta
quedar unos 300-500 pl, que se traspasan con una pipeta pasteur a un vial tipo
eppendorf previamente pesado. El resto de disolvente se termina de secar en un
liofilizador con trampa para organico, pesandose posteriormente el vial ya solo
con el residuo seco correspondiente con los FAMEs purificados, y calculando asi
su peso por gravimetria. Por ultimo, redisolvemos los FAMEs en cloroformo a

una concentracion de 50 pg/ul y se almacenan en un arcén a —20°C.

La separacion de los acidos grasos se realiz6 en un cromatdgrafo de gases
modelo VARIAN STAR 3600, equipado con un detector de ionizacién de llama
tipo FID, y una columna capilar Chrompack CP WAX 52CB 30M X0.25
DF=0.25 GC 2175. El sistema de inyeccién era en columna y manual con una
microjeringa de 10 ul con punta biselada. El control del aparato y la integracion
de los cromatogramas se realizd6 con el software STAR Chromatography
Workstation v. 4.51 de VARIAN.
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Las condiciones de trabajo se detallan a continuacion:

Volumen de Muestra: 0.5l

Gas Portador (flujo): Nitrégeno (1cm’/min)

Programa de temperatura del horno

Temperatura inicial (tiempo):  200°C

Tiempo inicial: 9 min
Rémpa de Temperatura: 4°C/min
Temperatura final (tiempo): 240°C
Temperatura del Inyector: 240°C
Temperatura del Detector: 260°C
Duracién Total del Analisis: 34 min

Para identificar los 4cidos grasos se usaron una serie de mezclas de acidos
grasos estandarizadas perfectamente identificadas. Se trabajo con 2 patrones
naturales y uno artificial. Los perfiles lipidicos del aceite de higado de bacalao y
del aceite de girasol comercial son muy conocidos y su composicion es muy
homogénea. Por otro, lado la empresa Sigma Chemical Co., proporciond una
mezcla de composicidn conocida. Estos tres patrones fueron analizados en el
cromatdgrafo (las dos mezclas naturales fueron previamente metiladas tal y
como se ha descrito anteriormente) en las mismas condiciones que las muestras
experimentales, proporcionando de esta manera la informaciéon mostrada en la
Tabla 10. A partir de aqui se identificaron los 4cidos grasos existentes en las
muestras de G. doryphora por comparacion de perfiles teniendo en cuenta que
los tiempos de retencidon para cada acido graso eran practicamente iguales en

cada una de las muestras, tanto reales como estandares.

Fernando Marian de Diego

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



38

MATERIAL Y METODOS: ACIDOS GRASOS

Tabla 10. Acidos grasos presentes en las mezclas usadas como referencias

cualitativas.

Acido Graso

Aceite de girasol

Aceite de higado

de bacalao

Mezcla Sigma

Chemical Co.

A. Miristico 14:0
15:0
A. Palmitico 16:0
16:1n7
16:3n4
16:4n3
A. Estearico 18:0
A. Oleico 18:1n9
18:1n7
A. Linoleico 18:2n6
A. y-Linolénico 18:3n6
A. a-Linolénico 18:3n3
A. Estearidonico 18:4n3
20:1n9
A. Araquidonico 20:4n6
A. Eicosapentanoico 20:5n3
22:1n9
22:4n6
22:5n3

A. Docosahexanoico 22:6n3

<o XK

P I I T T - A A T R o T o T s B e B o e

>

El procedimiento usado para realizar el analisis cuantitativo por el

software informatico de VARIAN, se basa en comparacién de areas teniendo en

cuenta la de referencia del El. Por lo tanto, los célculos necesarios para la
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cuantificacion de cada 4cido graso se corresponden con las siguientes

ecuaciones:

Porcentaje del acido graso, respecto del perfil lipidico:

% AGx =100 x Ax/(A - AEI)

Contenido total en acidos erasos:

¢ AG mg” peso seco biomasa algal = (125 x A)/(peso seco biomasa x Ag;)

Donde,

Area del pico de referencia = AEI

Area del pico correspondiente al acido graso, = A,

area total perfil lipidico = A

La constante 125 se corresponde con la cantidad de EI (en pg) que se afiade a la

muestra previa metilacion.
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IL 5. EXTRACCION, SEPARACION Y CUANTIFICACION DE
POLIAMINAS

La metodologia mas usada para extraer las poliaminas endogenas en vegetales es
muy similar entre los diferentes autores. La extraccion se realiza en frio (siempre
con el objetivo de minimizar la actividad de las enzimas digestivas) y en medio
acido diluido, generalmente 4cido perclorico o tricloroacético. Como resultado
se obtiene un sobrenadante con las poliaminas solubles (fracciones libres y
solubles-conjugadas), y un residuo con las insolubles en acido (insolubles-

conjugadas).

La derivatizacién de las poliaminas, previa a su separacion
cromatografica, consiste en combinarlas con una sustancia que sea capaz de
emitir 0 absorber luz a una longitud de onda determinada, para poder ser
cuantificadas. El cloruro de dancilo, o su equivalente de bencilo, son los
compuestos mas cominmente usados en la derivatizacion de las poliaminas. La
utilizacién del primero exige una cuantificacion fluorimétrica, mientras que, la
segunda debe realizarse mediante absorbancia en el UV. La reaccién de
derivatizacién transcurre lentamente a temperatura ambiente, pero se cataliza
facilmente a temperaturas entorno a los 100°C. Previamente, las poliaminas
conjugadas, tanto solubles como insolubles, deben ser tratadas con una hidrolisis
acida, que rompera los enlaces covalentes que las mantienen unidas a diversos
tipos de moléculas, principalmente enzimas y complejos de caracter proteico

(Slocum et al., 1984; Evans & Malmberg, 1989; Gallardo et al., 1994).

Debido a su naturaleza polar (presentan multiples grupos amino, -NH,, a
lo largo de sus cadena carbonada de longitud y nimero variables), las poliaminas
siempre han presentado un buen rendimiento analitico con técnicas de TLC con
fase movil polar, y aunque ya Flores & Galston (1982) presentaron un método

analitico basado en la cromatografia HPLC, aun hoy las técnicas de TLC parecen
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mantener una serie de ventajas frente a la HPLC, como es su bajo coste y alta
fiabilidad.

La cuantificacién de las poliaminas danciladas se realizd una vez
finalizada la separacion cromatografica y usando un espectrofluorimetro.
Previamente y trabajando con muestras puras de putrescina, espermidina, y
espermina, se establecio la correlacion entre la concentracién y la fluorescencia
relativa a partir de una disolucion madre, siguiendo la metodologia de las
diluciones sucesivas. El rango de concentraciones empleado (hasta 40 puM)
comprendia aquellas citadas para muestras vegetales (Gallardo ez al., 1994; Rey
et al., 1994; Sung et al., 1994; Pedroso et al., 1997, I;ee, 1998; Faivre-Rampant
et al., 2000; Scoccianti et al., 2000; Tassoni et al., 2000). ‘

El método a continuaciéon descrito fue desarrollado por Biondi y
colaboradores (1993), y Gallardo y colaboradores (1994), pero ha sido

modificado y adaptado, en nuestro laboratorio, para vegetales marinos.

La determinacion de los niveles control de poliaminas se realizé con
sporelings procedentes del cultivo in vitro de 1 semana de edad. Estos sporelings
tenian aproximadamente entre 1-4 yemas y un peso de 2-10 mg. Dado que el
peso era insuficiente para cuantificar los diferentes tipos de poliaminas y sus
fracciones, se optd por analizar las poliaminas totales, y comparar estos
resultados con los correspondientes a los niveles endégenos procedentes de

muestras de la naturaleza.

Las masas celulares procedentes del cultivo de esporas en medio liquido
PES90+0.1M de glicerol (Robaina er al., 1990b), alcanzaron un peso de entre
40-60 mg, biomasa suficiente para hacer un estudio de la composicion de las

diferentes poliaminas en sus fracciones libre y conjugada.
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El contenido endégeno de poliaminas en C. nodosa se cuantificé usando
ejes plagiotrépicos de 3 0.1 cm longitud. Una vez en el laboratorio, las
muestras fueron limpiadas y separadas para ser analizadas segun sus diferentes
tejidos: rizomas, raices, hojas, y seccion apical de crecimiento. El material
seleccionado para el experimento de poliaminas exogenas consistia en los

rizomas plagiotropicos entre los ejes de hojas.

En un mortero refrigerado a -20°C se tritura el tejido vegetal con
nitrégeno liquido. A continuacion, se afiade acido tricloroacético (TCA) al 5%
en disolucién acuosa y frio en una proporcion de 10 ml de TCA por cada gramo
(peso fresco) de muestra vegetal. La mezcla se macera durante 10 minutos y el
extracto resultante se recoge y centrifuga a 195000 rpm durante 15 minutos en
viales de plastico. De esta manera obtenemos un sobrenadante con las
poliaminas libres, y un sedimento con las insolubles-conjugadas.

Las fracciones insoluble-conjugada (sedimento) y soluble-conjugadas
necesitan un tratamiento de hidrolisis acida para liberar las poliaminas, y poder
ser asi analizadas de la misma manera que la fraccion libre. Ambas se procesan
de igual forma, tomando una fraccién del sedimento o 200 pl del sobrenadante
respectivamente, para a continuacion ser hidrolizados con 300 pl de HCI 12 M
en un vial de vidrio. El vial se sella con llama (oxigeno y propano) y se incuba a
100°C en una estufa durante 20 horas. Las mezclas resultantes se filtran y se
secan. El material seco se redisuelve en 300 pul de TCA al 5% y se mantiene a -
20°C hasta su posterior dancilacion.

El proceso de derivatizacion se realiza por igual para cada una de las 3
fracciones obtenidas anteriormente. Se prepara una disolucién que contenga 5
mg de cloruro de dancilo por ml de acetona, y en un vial tipo eppendorf, se
mezclan 400 pl de esta disolucion, 200 pl de extracto poliaminico en TCA>y 200
ul de solucién acuosa saturada en carbonato sédico. La muestra se incuba
durante 10 minutos a 70°C, al final de los cuales se afiaden 100 pl de disolucion

acuosa de prolina, preparada con 100 mg de prolina/ml de disolucion, para
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reaccionar con el exceso de cloruro de dancilo. La reaccioén se deja transcurrir

durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. En caso de disponer

de poco volumen de muestra, se pueden variar los volimenes de reaccién pero.

guardando siempre la proporcion entre los reactivos.

Las poliaminas ya danciladas se extraen con 500 pl de tolueno, agitandose
la muestra vigorosamente durante 30 segundos. A continuacion se pipetean 400
ul de la fase organica y en una trampa de organico (heated speed-vacuum
HETO VAC) se lleva a residuo seco tras 20 minutos a 45°C. El residuo sélido, en
forma de cristales blanco-amarillentos, se redisuelve en 600 pl de acetona para
dejar la muestra preparada para la cromatografia en capa fina.

La separacion de las poliminas se realizo en placas cromatograficas
(Schieicher&Schuell, F1500/LS, 254) de 7.5x2.5 cm, en las cuales se disponian
45 ul de extracto derivatizado sobre un punto situado a 1 ¢cm de la base de la
placa. La cromatografia en capa fina se resuelve durante 10 minutos en cubetas
cromatograficas usando como fase moévil ‘una  disoluciéon  de
cloroformo/trietilamina 5:1 (v/v). Se revelan las manchas de cada poliamina a la
luz UV (254 nm) y se marcan a lapiz.

La identificacion de cada poliamina se realiza comparando las placas con
las correspondientes a los patrones puros. La mancha, ya identificada, se raspa,
redisolviéndose este polvo en 800 pl de acetona. Se agita vigorosamente unos
segundos para separar el compuesto dancilado de la malla de silice y se
centrifuga a 10000 rpm durante 10 minutos en una microcentrifuga. Con cuidado
de no agitar la muestra, se pipetean 500 pl, disponiéndose en una cubeta de
cuarzo para su cuantificaciéon en el fluorimetro (High Resolution
Espectrofluorimeter SFM 25, Kontron Instruments). Las poliaminas se

analizaron a una longitud de onda de excitacién y de emisién de 365 nm y 510

nm respectivamente.

Previo al andlisis de las muestras vegetales, se obtuvieron las curvas

patrones correspondientes a cada poliamina a partir de los estandares puros de
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cada uno de ellas (Sigma Chemical Co.). Estos estandares fueron procesados de
igual manera que las muestras experimentales para que el error del método fuera
igual en ambos casos. La fiabilidad de las curvas de calibrado se consider6
dentro del rango de concentraciones usadas en su obtencién, considerando
medidas de fluorescencia relativa (respecto la fluorescencia del blanco usado:
acetona calidad HPLC Gradient) fuera de este intervalo nulas. En esos casos,
antes de introducir la cubeta en el espectrofluorimetro se procedia a diluir la
muestra con una cantidad de acetona conocida y suficiente para que la medida
entrara en el intervalo. Los datos relativos a estas curvas se presentan en la Tabla

11

Tabla 11. Rangos de fiabilidad (en unidades de fluorescencia relativa, Fr) y su
equivalencia en microgramos y nanomoles de poliamina considerados en las

curvas de calibrado.

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

Nimero Ajuste lineal r’ Rango de  Microgramos Nanomoles
de datos fiabilidad  de poliamina de
poliamina
Putrescina 9 y=-37.15+524Fr 0.994 0-45 0-2x107 0-0.23
Espermidina 8 y =0.12+0.22 Fr 0.995 0-35 0-8x10™ 0-5.5x107
Espermina § y=-026+022Fr 0994 0-180 0 - 4x107 0 - 2x107

Para comparar diferencias en las medias obtenidas en los diferentes
tratamientos se utilizé el test no paramétrico de suma de rangos de Mann-
Whitney, también conocido por test de Wilcoxon para muestras de variables
cualesquiera e independientes, proporcionado por el software SPSS 5.1 (SPSS.
Inc. Chicago, IL, EEUU).
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II. 6. TRAZADORES RADIOACTIVOS PARA EL ESTUDIO DE LA
RELACION METABOLICA ENTRE EL GLICEROL Y LAS
POLIAMINAS

Las técnicas de marcaje radioactivo son muy utiles cuando se persigue conocer
si existe alguna conexiéon metabdlica entre una determinada sustancia que se
dispone exodgena al sistema y que es absorbida pbr las células, v un producto o
metabolito intermedio, derivado de un proceso bioquimico. Una de las grandes
ventajas de esta técnica es su extremada sensibilidad, lo que permite trabajar a
muy bajas concentraciones, disminuyendo asi el riesgo derivado de trabajar con

fuentes radioactivas.

Experiencias preliminares habian mostrado una relacion entre los efectos
morfogénicos del glicerol y la presencia de poliaminas en cultivos in vitro de G.
doryphora (Garcia-Jiménez et al., 1998), por lo que parecia interesante estudiar
si era posible encontrar trazas radioactivas en la fraccion de poliaminas cuando
se cultivaba con '*C-glicerol. Por este motivo, se cultivaron esporas de G.
doryphora en medios sé6lidos PES90+0.1M glicerol (control) y conteniendo 0.01
mM y 1 mM de DFMO respectivamente. Tras 7 dias en cada unos de estos
medios, las esporas resultantes se recultivaron a medios liquidos PES con 70

kBq [U-"*C] glicerol (NEN, Reino Unido), que representaban 0.75 mM de

glicerol en cultivo, y con las mismas concentraciones de DFMO que en los -

cultivos precedentes (0, 0.01, y 1 mM). Tras 20 horas de incubacion, el material
vegetal fue lavado con agua de mar estéril y congelado a -20°C hasta el posterior

analisis de poliaminas.

El analisis de poliaminas fue el mismo que se ha descrito anteriormente

con la salvedad de que en la placa de TLC se dispuso todo el volumen de

muestra (600 pl) y, no solo 45 pl, para asi captar toda la radioactividad posible,
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ya que, se esperaba que el porcentaje en cultivo in vitro de radiactividad
acumulado en la fraccién de poliaminas fuera muy bajo.

Las diferentes poliaminas ya separadas y redisueltas en 800 pl de acetona,
se combinaron con 4 ml de liquido de centelleo Formula-989 (NEN, UK) para
ser cuantificadas en un contador de centelleo Pharmacia Wallace 1410 Liquid

Scintillator Counter.
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IL7. DISENO EXPERIMENTAL DE BOX-BEHNKEN: UN METODO
FACTORIAL DE ANALISIS ESTADISTICO APLICADO A CULTIVOS

El rendimiento fisiologico del alga estd perfectamente adaptado a las
condiciones ambientales que la rodean. La acumulacién de ciertas sustancias, ya
sea derivadas del metabolismo principal o secundario, va a estar directamente
afectada por toda una serie de variables fisico-quimicas, de tal manera que, la
biosintesis y/o acumulacién de estas sustancias va a estar optimizada para un
intervalo determinado.

La posibilidad de desarrollar de modo competitivo la tecnologia de
cultivo de un alga, en particular para la produccién de sustancias de interés,
requiere establecer las condiciones Optimas de cultivo (Garcia Sanchez ez al,
1996). La composicién quimica del medio de cultivo, asi como, la magnitud de
ciertas variables ambientales como la intensidad de luz, temperatura, etc., son los
factores mas comunmente utilizados en estos experimentos. Una metodologia
adecuada para acercarse a estas condiciones optimas consiste en disefiar un
experimento donde, fijandose una serie de variables, se combinen segun varian
(niveles) una o varias en particular (factores). No obstante, cuando el niimero de
factores, y sus niveles, sean muy elevados resultaria en series experimentales
larguisimas, muy dificiles de realizar. En estos casos se pueden aplicar disefios
estadisticos factoriales incompletos, que reducen sensiblemente el coste de
experimentacion (tanto temporal como econdmico) sin afectar a la validez del
resultado. El disefio factorial incompleto de Box-Behnken (Box & Behnken,
1969) permite el estudio rapido y eficaz del comportamiento de sistemas

biolégicos con relacién a una serie de factores considerados en el mismo.

En el estudio de sistemas biolégicos complejos, tales como cultivos
intensivos de organismos, los experimentos que han empleado disefios
factoriales simples han resultado adecuados para establecer las condiciones

optimas de trabajo. Por el contrario, la metodologia de superficie de respuesta ha
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resultado ser mas eficiente en la buasqueda de Optimos que los disefios
unidimensionales (Montgomery, 1991), especialmente cuando el numero de
variables es elevado. Mas alla, los disefios factoriales completos (fiull factorial)
recogen mas informacion del sistema (interacciones entre variables) para un
ntmero determinado de experimentos, una vez se han acotado los margenes
optimos de trabajo, de tal manera que la localizacion del punto de maximo

rendimiento es mas sencilla.

El método de la superficie de respuesta, como anilisis estadistico
asociado a disefios experimentales factoriales, resulta una de las herramientas
mas potentes a la hora de calcular las tendencias de los modelos bioldgicos que
se ven afectados por varios factores al mismo tiempo (Garcia Sanchez, er al.,
1994; Gong & Chen, 1998), es decir, representa una manera simple de calcular
el rendimiento de un sistema cuando esta sometido a la interaccién de muchos y
diferentes factores. La aplicacion de esta metodologia consta de cuatro etapas
basicas: i) plantear el disefio experimental, ii) estimar los coeficientes del
modelo matematico, iii) predecir la respuesta de aproximacién al Optimo
mediante la linea de méaxima pendiente, y iv) plantear un nuevo disefio a partir

de los nuevos niveles predichos.

En nuestro caso, el disefio aplicado en las series experimentales definidas
anteriormente resulta ser un Box-Behnken para tres factores con tres puntos
centrales (Tabla 12). Los niveles de los factores vienen definidos por los codigos
“17, <07, y “-17, pudiendo ser o no equidistantes entre si.

Este disefio experimental tiene la ventaja de venir integrado en el paquete
estadistico STATGRAPHICS® PLUS versién 3.1 (Statistical Graphics Co.,,
Maryland, EE.UU), con lo que todas las operaciones y calculos estadisticos

asociados a este disefio pueden ser realizados de manera rapida y fiable.
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Tabla 12. Disefio factorial de Box-Behnken para tres factores con tres puntos

centrales.

Experimento X1 X2 X3
1 1 1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 -1 -1 0
5 0 0 0
6 1 0 1
7 1 0 -1
8 -1 0 1
9 -1 0 -1
10 0 0 0
11 0 1 1
12 0 1 -1
13 0 -1 1
14 0 -1 -1
15 0 0 0

El analisis estadistico del modelo incluye los coeficientes de regresion
para el ajuste polinémico de segundo orden, es decir, los parametros para la
funcién superficie de respuesta, que no es sino el modelo empirico al que se
ajustan los resultados. Aquellas proyecciones en tres dimensiones de la
superficie de respuesta considerada en cada caso que representen un mayor nivel
de confianza, y que de una manera cualitativa orientan sobre la tendencia del

modelo, seran representadas graficamente (Figura 6).
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Y=z4tz AA+zBB+ch+zAAM+zBBBB+zCCCC+zABAB+zAcAC+zBCBC

Figura 6. Modelo polinomial multiple propuesto para cada una de las
representaciones de la superficie de respuesta. En cada caso, uno de los factores
se mantiene constante a medida que se varian los otros dos. Y es la variable (o
superficie) de respuesta. 4, B, y C, los factores o variables indepéndientes. Los z;

representan los coeficientes de regresion del modelo.

Por ultimo, la fiabilidad del modelo de regresién propuesto debe
comprobarse con la verificacion de las hipotesis acerca de la adecuada forma del
modelo, la distribucién normal de los errores, N(0,1), y su incorrelaciéon. En caso
de no cumplirse alguna de estas hipétesis puede ser que no se haya estimado

alguna variable significativa en el disefio experimental.

El analisis de la varianza (ANOVA) descompone la variabilidad asociada
a cada una de las variables aleatorias correspondientes, en funcion de los factores
implicados en el modelo (intensidad de luz, concentracion de nutrientes,
concentracién de glicerol externo). Al mismo tiempo determina la significancia

estadistica de los factores.
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IIL. RESULTADOS

Il 1. GLICEROL, FLORIDOSIDO Y AZUCARES DE BAJO PESO
MOLECULAR

Los andlisis preliminares sobre el contenido de solutos compatibles (glicerol y
floriddésido) y LMWS en varias algas del litoral canario se muestran en la Tabla
13. Como era de esperar, solo las Rhodophyta G. déiyphora y Aspagaropsis sp.
contienen floridésido, aunque solo es detectado tras la incubacion con glicerol.
El contenido medio en LMWS detectado en la Chlorophyta C. racemosa y en
Aspagaropsis sp., disminuye practicamente a la mitad, en ambos casos, tras las

incubaciones en glicerol y, ligeramente en G. doryphora.

Las algas pardas analizadas en este estudio acumulan preferentemente
manitol, como soluto compatible. El manitol tiene un tiempo de retencién muy
similar al de los aziicares (WATERS Chromatography Columns and Supplies
Catalog, Millipore Co., MA, USA; Figura 7). El indice de refraccion del manitol
es muy diferente al de éstos azicares, por lo que, fue imposible hacer una
estimacion fiable de la concentracién de esta sustancia o de las otras (no es
posible considerar una recta de calibrado en comun). En esta linea, como la
cuantificacion del manitol queda fuera del objetivo de este estudio, la estimacion
de LMWS no fue posible para estas muestras, ya que, ambas ventanas
cromatograficas estan solapadas. Los cromatogramas de estas especies
mostraban otro pico que probablemente se correspondia con el fucosan,

sustancia tipica de algas pardas (Figura 7).

La presencia del glicerol solo se detectd en aquellas algas que habian
estado en incubacion en medios PES70+0.3M glicerol. C. abies-marina fue la
especie que acumulé mayor contenido en glicerol interno (1133 pmol g peso

seco), practicamente el doble que todas las demas, excepto C. racemosa (747
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umol g’ peso seco). La Rhodophyta G. doryphora, y la Phaeophyta S.
scoparium fueron las especies con menor cantidad acumulada, un 14 y 20%

menos respectivamente que C. abies-marina.
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Tabla 13. Cantidades de floridésido, glicerol y, azicares de bajo peso molecular (umol g peso seco) en varias algas
del infralitoral. Las muestras fueron analizadas tras ser incubadas durante 24 h en PES70+0.3M glicerol, y tras ser

recogidas del mar (Control).

Datos representan la media +SE de 9-18 medidas; n.d. = No detectado; (-), Debido al solapamiento de las ventanas de elucién entre los LMWS y el

manitol, no fue posible el calculo de esta fraccion.

Especie Ensayo Floridésido LMWS Glicerol

Caulerpa racemosa 0.3M glicerol n.d.. 3.11340.1023  746.68+21.2
Control n.d. 8.824+0.9524 n.d.

Grateloupia doryphora 0.3M glicerol ~ 15.96931+2.189 3.549140.546  156.87+12.2
Control 56.0130+1.832 4.086+0.8347 n.d

Aspagaropsis sp 0.3M glicerol n.d. 8.450+0.3390 472.411+26.2
Control 42.7247+2.368 13.807+1.956 n.d.

Cystoseira abies-marina 0.3M glicerol n.d. - 1133.73+25.8
Control n.d. - n.d.

Padina pavonica 0.3M glicerol n.d. - 579.72431.6
Control n.d. - n.d.

Stypocaulon scoparium 0.3M glicerol n.d. - 230.03£22.6
Control n.d. - n.d.

Taonia sp 0.3M glicerol n.d. - 539.05+20.5
Control n.d. - n.d.
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A
ManitglH+LiMWS
Fucosan
— T z A ) . 1
minutes
Peak Name Ret. Area
Time (counis)
(nin)
7474 1474186
8.157 20957
9.837 9807
B .
Florifloside
Sliserel.
r % T A 5 1
minutes
Pealk Name Ret. Area
Time {counis)
{min)
6.510 582423
7.474 36997
Clicerol 8530 29388
9.126 10017_

Figura 7. Cromatogramas HPLC correspondientes al analisis de heter6sidos y
LMWS en (A) la Phacophya Cystoseira abies-marina 'y, (B) la Rhodophyta
Aspagaropsis sp. Las graficas no estan a la misma escala vertical.
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La concentracién interna de glicerol, floridésido, y de LMWS, por la
variacion de las condiciones de cultivo obtenidas en las diferentes incubaciones
de G. doryphora, segin el disefio experimental factorial incompleto de Box-

Behnken, se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14. Concentracion de glicerol, floridésido, y LMWS en Grateloupia
doryphora, para cada una de las 15 incubaciones correspondientes al disefio
experimental de Box-Behnken (24 h) para tres factores (intensidad de luz,

nitratos, glicerol externo).

Dw, peso seco.

Ne Intensidad luz Nitratos Glicerol Glicerol,, Floridésido SLMWS
Incubacién | (umol foton m*s*)  (mg L") (M)  (umolg’Dw) (umolg’Dw) (umol g Dw)
1 90 140 0.1 416.0377  68.3501 0.6154
2 90 0 0.1 656.8456  69.9346  0.2795
3 30 140 0.1 141.6667 753086 04117
4 30 0 0.1 241.6667  87.0271 0.3658
5 60 70 0.1 94.1610  73.7350  0.7579
6 90 70 0.3 1509.8333  64.7067 02472
7 90 70 0.05  420.5890  48.9631 0.5078
8 30 70 0.3 410.5446  96.8906  0.5265
9 30 70 0.05 30.0000  69.7369  0.8280
10 60 70 0.1 973157  84.1549  0.4722
11 60 140 0.3 702.7473 977278  0.7760
12 60 140 0.05 9283333  69.5028 1.1121
13 60 0 03 4435976  122.1462  1.5458
14 60 0 0.05 5833929 774255  0.6450
15 60 70 0.1 0.16629  64.5946  0.7483
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La Tabla 15 presenta, de manera resumida, aquellos resultados
significativos obtenidos en el analisis estadistico ANOVA para cada uno de los
factores analizados. Asimismo, se indican aquellas representaciones graficas que

presentan un elevado indice de significacion.

Tabla 15. Resumen del analisis ANOVA realizado para G. doryphora sobre las
variables concentraciéon de glicerol interno, concentracién de floriddsido, y
concentracion de LMWS en el disefio experimental de Box-Behnken para
incubaciones de 24 h de duracién. Los simbolos representan los niveles de

significacion estadistica de cada uno de los factores considerados.

*kx p<0.01; *¥*, p<0.05; *, p<0.1; Ns, no significativo. T, ANOVA para la variable glicerol interno una

vez eliminado el factor nutrientes del analisis estadistico.

Factor Glicerol  Floridosido LMWS  Glicerol
interno interno’

e Fkk %% Ns k%
| (PR %% % %
Nutrientes Ns Ns Ns ---
Nutrientes - Nutrientes Ns * Ns
Glicerol exogeno ek *xx Ns *xx
Glicerol exégeno - Glicerol *x Ns Ns
exdgeno
l;.; - Nutrientes Ns Ns Ns -
Iy, * Glicerol exégeno *(Fig. 8) Ns Ns *k
Nutrientes - Glicerol exdgeno Ns Ns * -
Explicacién de la varianza 78.5% 70.1% 41.1% 86.7%
Estadistico de Durwin- 2.2 1.8 1.7 2.0
Watson
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El modelo de regresién no lineal ajustado a la variable concentracién de
glicerol interno se correspondi6, considerando todos los factores estudiados y las

interacciones de segundo orden, con la siguiente expresion:

Glicerol INT = 1230.25 - 35.9162 (I.,,) - 0.65617 (Nitrato) - 6298.03 (Glicerol)
+ 0.315853 (IL.,) - 0.0167628(IL.;) (Nitrato) + 47.2466 (I..,) (Glicerol) +
0.003246 (Nitrato)® + 6.41873 (Nitrato) (Glicerol) + 15653.9 (Glicerol)®

donde el valor de las variables se expresa en las unidades ya
especificadas.

Este modelo explica hasta un 78.5% de la variancia asociada a la
concentracion de glicerol interno, siendo los factores mas determinantes en esa
variabilidad la conéentracién de glicerol externa, y la intensidad de la luz (Tabla
15). En la Figura 8-A se muestran los factores asociados al modelo de variancia
segun su importancia. La longitud de cada barra es proporcional al efecto
estimado de cada factor. Destaca el hecho que los factores asociados al afecto de
los nutrientes, como efecto simple o cualquiera de sus interacciones, son los
menos significativos, indicando que su implicacion en la variabilidad de los
resultados es practicamente nula. El estadistico de Durbin-Watson, al estar
entorno a 2 (Tabla 15), descarta la posibilidad de autocorrelacién entre los
residuos. La verificacién de las hipétesis acerca de la distribucién normal de los

residuos y su independencia dan credibilidad al modelo propuesto.

La tendencia de la concentracién interna de glicerol en funcion de la
variacion en intensidad de luz y la concentracién exdgena de glicerol se
representa en la Figura 9. A medida que ambos factores se incrementan, el
glicerol interno se acumula, es decir, ambos factores causan un efecto positivo
sobre la acumulaciéon de glicerol interno. El hecho de no darse un maximo
absoluto, en la figura, indica que ambos factores pueden ain ser incrementados

de forma regular en la direccién de la maxima pendiente.
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Considerando estos resultados y en vista del papel poco significativo que
tiene el factor Nutrientes, se realizé un segundo analisis para mejorar el ajuste
del modelo. En esta linea, los parametros se ven mejorados de manera
significativa (Tabla 15). El coeficiente de regresion corregido para mas de una
variable independiente (©* ajustado) aumenta en mas de 8 puntos, y la
significacion estadistica de los factores considerados aumenta en todos los casos.

En esta ocasion, el modelo no lineal quedé de la siguiente forma:

Glicerol INT = 1202.71 - 36.9265 (I.;) - 5821.31 (Glicerol) + 0.3145 (L) +
47.2466 (I, (Glicerol) + 15575.6(Glicerol)’

No se observaron diferencias entre la representacion grafica de esta

funcién y la Figura 9.
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Figura 8. Graficos de Pareto para cada una de las variables aleatorias estudiadas.
(A) Concentracién de glicerol interno; (B) concentracién de floridésido; (C)
concentracion de LMWS. Cada barra es proporcional al efecto estandarizado del
factor correspondiente sobre la variables estudiada. Un efecto estandarizado

superior o igual a 2, representa p<0.1.
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Estunated Response Surtace
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Figura 9. Superficie de respuesta estimada para la concentracion interna de
glicerol (umol gr' peso seco) frente a la intensidad de luz (umol m® s y la

concentracioén de glicerol exdgena (M). La concentracién de nitratos se fija a 70

mg L.
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La intensidad de luz es el factor que mas contribuye a la variabilidad de la
concentracién de floridésido, aunque es la concentracion de glicerol exégeno el
término mas significativo estadisticamente (Figura 8B). Respecto de los efectos
conjuntos, la interaccién mas importante se presenta entre la concentracién de
nutrientes y la del glicerol exdgeno, sin Ilegar a ser estadisticamente significativa
(p>0.1). Por lo tanto, ain justificando hasta un 70.1% de la variancia del
floridésido (Tabla 15), el modelo no lineal no parece fiable al no ser las
interacciones entre factores estadisticamente significativas (Figura 8B).

La representacién de los efectos de manera aislada (graficos en 2-
dimensiones: floridosido-intensidad de luz, floridosido-concentracion  de
glicerol, etc.), no es adecuada, pues la variancia se debe al efecto conjunto de los
3 factores, lo que podria dar lugar a error en la interpretacion de los resultados.

En una posterior simplificacion del modelo (eliminando del analisis
aquellos factores menos significativos), aun dando lugar a una mejora en la
explicacién de la variancia, se detectaba una seria autocorrelacion entre los
residuos (estadistico de Durbin-Watson), situacion que automaticamente
invalidaba cualquier resultado, pues esta es una de la hipotesis que debe

verificarse para la aceptacion del modelo.

La respuesta obtenida en el caso de los LMWS da lugar a un coeficiente
de determinacion demasiado bajo (apenas un 40%) como para poder hacer algun

tipo de prediccion fiable. Los factores incluidos en el estudio no parece que estén

afectando de manera significativa a la variabilidad observada en los datos, ya

que, todos ellos distan mucho de ser estadisticamente significativos (Tabla 15;

Figura 8C).
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Efecto de la concentracién iénica sobre la acumulacién de glicerol interno y

floridosido

La Tabla 16 muestra las variaciones en la concentracion de glicerol interno y
floridosido, en oscuridad y en presencia de luz (90 umol fotén m™ s™), como
consecuencia de la dilucion de las especies quimicas.

Se observa una respuesta clara en la tendencia negativa de los niveles de
floridosido con respecto los cambios en la salinidad. Aquellas incubaciones que
estuvieron iluminadas acumularon mayores cantidades que las que se
mantuvieron en oscuridad. Esto se observa de una manera mas clara en la

incubacion con menor salinidad (50% SW; 14.6 pmol g peso seco frente a 4.8

pmol g” peso seco). Debido al bajo niimero de submuestras, no se pudo realizar

una comparacion estadistica fiable entre los diferentes tratamientos.

El comportamiento del glicerol es mas dificil de interpretar, pues en este
caso las diferencias parecen aiin menores. Probablemente esta variable necesite
un mayor tiempo de respuesta para que se detecten diferencias. No obstante, hay
un resultado interesante acerca de la acumulacién de glicerol interno a medida
que aumenta la concentracion de glicerol exdgeno: parece encontrarse un
maximo en la capacidad de acumulacién de esta sustancia, pues entre aquellos

cultivos con concentraciones de 0.25M y 0.5M, la cantidad de glicerol interno

apenas aumenta en un 14%, mientras que, de 0.125M a 0.25M el aumento es casi

del 50% (Tabla 16).
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~ Tabla 16. Variaciones en la concentracion de floridésido y de glicerol interno (pumol g! peso seco), del alga Grateloupia
doryphora, en incubaciones de 2 horas, a medida que cambia la salinidad v la concentracién de glicerol exdgeno. Las incubaciones
se realizaron en condiciones de iluminacién (90 pmol fotén m? s) y en oscuridad. Los tratamientos se realizaron simultaneamente.

Datos representan la media +SE de 6 medidas. %SW, porcentaje de agua de mar; Nd, no detectado.

Cultivo 1 Cultivo 2 Cultive 3 Cultivo 4 Cultivo 5
%SW 100 87.5 75 62.5 50
Concentracion de oM 0.125M 025M 0375 M 0.5M
glicerol
Tratamiento
Luz [Floridésido} 33.9852+5.476 49.7075i5.696 30.5359+3.139 15.508913.059 14.62601+3.782
Oscuridad [Floridésido] 39.0358+2.566  41.31391+4.321 30.68201+4.100 10.409743.013 4.7947+3.953
Luz [Glicerol]in 0.0059 922.618.38 1658.5+8.77 2388.2+7.79 1885.0+7.07
Oscuridad [Glicerol]in Nd 1174.8+5.23 1641.1+8.58 1575.843.64 1781.6+3.35
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La Tabla 17 muestra las variaciones de la concentraciéon de floriddsido
bajo 90 pmol fotén m? s de intensidad de luz. Las incubaciones se realizaron
durante 2 horas en un medio base constituido por agua destilada a la que se le
afiadi6 140 mM de NaCl o KCl respectivamente, asi como las respectivas
concentraciones de glicerol externo ya probadas. La osmolalidad fue controlada
por la adicién de manitol. La concentracién de NaCl representa el 33% de la
existente en el mar, mientras que, los 140 mM de KCl son 15 veces superior a la

concentracion marina.

Para las dos series, la concentracion de floridésido se mantiene constante
a lo largo de las 5 incubaciones. La concentraciéon media mas baja para este
soluto compatible se encuentra en la serie de 140 mM de NaCl (valor medio
23.95 umol g™ peso seco), detectandose diferencias significativas con la serie de
140 mM de KCI (valor medio 44.73 pmol g peso seco ; Test post hoc de
Duncan; Tabla 17).

El comportamiento del glicerol interno resulta algo complejo. A priori, en
medios con 140mM de NaCl, a partir de 0.125M de glicerol exdgeno, la
concentracion de glicerol interno se mantiene aproximadamente constante. Esta
molécula parece difundir rapidamentre a través de la membrana, pues pasa de no
ser detectado (1° incubacién), a concentraciones cercanas a los 500 pmol g peso
seco en cuanto hay una cierta cantidad de glicerol en el medio. A partir de
entonces el aumento es muy leve, aumentando solo 1.5 veces mientras que la
concentracion externa de glicerol se cuadriplica (Tabla 17; Figura 10).

Por el contrario, en presencia de 140 mM de KCl, no parece darse
ninguna tendencia entre las diferentes concentraciones de glicerol extermno

(Figura 10).
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Tabla 17. Variaciones en la concentracién de floridésido y de glicerol interno (umol g' peso seco) en el alga Grateloupia
doryphora, a diferentes concentraciones de glicerol, en medios conteniendo 140mM de NaCl o KCL Las incubacioones se
realizaron de forma simultnea, siendo la intensidad de luz (90 pmol fotén m™ s), la temperatura (1912°C), y el tiempo de

incubacién (2 h), homogéneos en todos los casos. La osmolalidad del medio fue alcanzada por medio de manitol.
Datos representan la media +SE de 6 medidas. No detectado, n.d. Test de Duncan para comparacion de medias en las series de floridoside, superindices diferentes indican

diferencias significativas (p<0.05).

140 mM NaCl 140 mM KCI
Florid4sido® Glicerol interno Floridésido® Glicerol interno
0 M Glicerol 22.3007+1.141 n.d. 45.859312.044 nd.

0.9 M Manitol
0.125 M Glicerol 23.5707+1.922 396.0237+24 4 43.710742.383 292.1667420.4

0.8 M Manitol

0.25 M Glicerol 25.63501+2.111 439.5952420.8 41.294742.148 314.0585428.2
0.675 M Manitol |
0.375 M Glicerol 24.2899+2.018 482.7582423.8 45.5594+1.868 770.86631426 .4
0.544 M Manitol

0.5 M Glicerol 23.9538+2.947 5253695279 47.2367+2.360 790.3442429.0
0.413 M Manitol
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Figura 10. Efecto de la concentracién ionica sobre el comportamiento del
glicerol interno, a medida que aumenta la concentracion de glicerol en el medio
de cultivo (agua bidestilada; control de la osmolalidad con manitol:glicerol). La

curva representan el ajuste a una logaritmica (* NaCl;49=0.977).
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I11. 2. ACIDOS GRASOS

Los analisis sobre el contenido total en acidos grasos (TFAs) en muestras del
alga roja Grateloupia doryphora mostraron una proporcioén de entorno al 0.9-1%
con respecto al peso seco. El perfil de 4cidos grasos esta principalmente
compuesto por 15 tipos diferentes (Tablaé 18 y 19) que suponen
aproximadamente algo mas del 80% del TFAs. De estos 15 4cidos grasos, 3 son
saturados, 3 monoinsaturados, y 9 poliinsaturados. Segin la longitud de la
cadena carbonada, se encontré un C14 (cadena de 14 carbonos), tres C16, ocho
C18, y tres C20. De todos ellos, tres pertenecen a la familia omega-3, mientras
que otros cuatro son omega-6. Cuantitativamente, el acido palmitico es el mas
abundante, en concentraciones de entorno a 3.5 mgr g™ peso seco, seguido del
eicosapentanoico, y del araquidénico, ambos en cantidades cercanas a los 2 mgr
g”! peso seco (Tabla 18).

Cualitativamente, las muestras de la naturaleza presentan una mayor
cantidad de contenido total en 4cidos grasos, con respecto a aquellas han sido
aclimatadas (48 h), sin que esta diferencia llegue a ser significativa (p>0.1 segin
el Mann-Whitney U test). Las proporciones entre las diferentes fracciones de
grasas saturadas, monoinsaturadas, y poliinsaturadas se mantienen muy
similares, 35-40%, 5-6%, y 35-40% del contenido total en aceite

respectivamente (Figura 11).
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Tabla 18. Contenido en 4acidos grasos totales (mg g™ peso seco), y proporcion

(%) de cada uno de ellos en muestras de Grateloupia doryphora procedentes de

la naturaleza y aclimatadas, durante 48 h, en el laboratorio.

Nd. no datos. Datos representan media+ES de 3 muestras.

Nombre Formulacion Insaturaciones Familia %onaruraceza %0 ACLIMATADAS
Acidos grasos 0.95+0.06 0.91+0.05
totales
1 Miristico 14:0 Saturado 3.22+0.92 3.50+1.20
2 Palmitico 16:0 Saturado 34.6£3.95 32.114£3.43
3 Palmitoleico 16:1n7 1 -7 3.29+1.09 2.35+0.30
4 16:3n4 3 0-4  2.57+0.87 0.80+0.04
5 Estearico 18:0 Saturado 1.3140.90 0.75%+0.07
6 Oléico 18:1n9 1 -9 1.30+0.15 2.86t1.24
7 18:1n7 1 -7 0.9540.11 0.91+0.16
8 Linoléico 18:2n6 2 -6 0.90+0.12 0.83%0.16
9 18:2n4 2 -4 Nd Nd
10 v-Linolénico 18:3n6 3 -6 Nd Nd
11 o -Linolénico 18:3n3 3 -3 Nd 0.69+0.02
12 Estearidonico 18:4n3 4 -3 Nd Nd
13 Dihomo-y- 20:3n6 3 ©-6 Nd Nd
Linolénico
14| Araquidénico 20:4n6 ©-6  18.05+1.80 16.70+1.31
15| Eicosapentanoico 20:5n3 5 o-3  18.30%1.66 17.25+£1.23
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Tabla 19. Porcentaje de cada acido graso detectado, respecto al contenido total, para cada una de las 15 incubaciones de Grateloupia

doryphora correspondientes con el disefio experimental de Box-Behnken para tres factores.

IL., intensidad de luz (pmol fotén m~ s ); Nutrientes, concentracién de nitratos en el medio de cultivo (mg L™); Glicerol, concentracion de glicerol en el medio de cultivo

M).
Incubacién) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
I 60 60 90 30 90 30 90 60 30 60 90 30 60 60 60
Nutrientes 70 0 140 140 0 0 70 70 70 0 70 70 140 140 70
Glicerol 0.1 0.3 0.1 0.1 0.1 0.1 0.05 0.1 0.3 0.05 03 005 0.05 03 0.1
14:0 409 336 396 375 409 345 406 311 364 376 374 277 406 373 3.60
16:0 30.24 28.69 32776 3196 3529 32.14 3193 2829 34.11 31.00 32.06 28.73 30.11 30.89 2927
16:1n7 245 276 293 261 252 224 256 257 254 289 271 214 283 345 251
16:3n4 063 048 053 000 036 029 041 030 0.00 045 029 000 064 059 042
18:0 181 106 123 131 115 150 098 221 18 091 102 212 08 173 201
18:1n9 319 327 368 341 294 394 318 372 401 293 364 457 257 554 446
18:1n7 197 18 215 162 131 155 160 146 179 242 139 108 227 287 172
18:2n6 590 189 281 234 08 295 107 630 243 118 232 349 1.18 637 5.10
18:2n4 1.33 099 108 132 107 110 109 120 095 135 114 039 116 101 1.16
18:3n6 075 043 045 000 040 041 059 054 038 074 016 000 140 161 0.65
18:3n3 056 052 044 051 036 031 054 070 031 054 055 000 054 024 0.63
18:4n3 1.02 073 051 000 040 040 061 042 057 102 017 000 152 18 0.72
20:3n6 027 023 020 000 029 000 031 018 035 027 020 010 028 025 0.23
20:4n6 17.46 19.10 14.52 21.63 2433 17.55 19.59 16.04 17.07 1943 2056 1550 17.93 1441 16.25
20:5n3 15.02 14.07 1155 1856 1422 1686 1438 13.19 1597 1536 1586 17.00 1533 11.02 13.11
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Figura 11. Distribucién cualitativa de 4cidos grasos saturados,
monoinsaturados, y poliinsaturados en Grateloupia doryphora en las

muestras recogidas en la naturaleza, y tras el periodo de aclimatacion.
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Efecto del tiempo de incubacién en la acumulacion de icidos grasos

Los resultados del efecto del tiempo de incubacion sobre la acumulacién de
4cidos grasos muestran que la acumulacion de acidos grasos (FAs), debido al
efecto del nitrato y del glicerol, no son detectados hasta las primeras 24 horas de
incubacion (Figura 12a). |

El contenido de TFAs solo mostrd, en ese tiempo, cambios significativos
en el tratamiento del40 mg nitrato L'+0.1M glicerol. Cuantitativamente, el
contenido total en acidos grasos oscilé entre los 4.5 mg g™ peso seco en el
tratamiento conteniendo 140 mg nitrato L™'+01M glicerol, y los 10 mg g™l peso
seco detectados en ese mismo tratamiento a las 14 horas.

A las 24 horas, y en el caso de concentraciones moderadamente elevadas
de glicerol (0.1M), los nutrientes parecen inducir a una disminucién en la
acumulacién de FAs. De forma paralela, a elevadas concentraciones de nitrato

(140 mg L™, el glicerol parece favorecer la acumulacién de FAs.

Los niveles de acido eicosapentanoico (EPA; 20:5n3) no se ven alterados
para ninguno de los tratamientos ensayados. No obstante, €l contenido de EPA
es significativamente diferente a las 14 h y las 24 h de incubacién, aumentando
en este ultimo periodo (Figura 12b). Su concentracién oscilé entre 1-1.4 mg g’

peso seco.

La proporcion de acido araquidénico (AA; 20:4n6), independientemente
del tratamiento usado, tampoco se ve alterada en las primeras 14 horas (0.8 mg
¢! peso seco aproximadamente).

A las 24 horas, e independientemente de la concentracion de nutrientes,
solo en aquellas incubaciones con elevadas concentraciones de glicerol (0.3M),
se observd un aumento muy significativo en la proporcién de AA (1.25 mg g

peso seco; Figura 12¢).
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El comportamiento del &cido palmitico (16:0) resulta complejo de
interpretar. Este hecho en parte puede ser debido a que en algunos de los
tratamientos el error estandar suponia un valor incluso superior al 10% de la
media.

A priori, a las 14 horas se observa un aumento muy significativo en las
proporciones de palmitico con respecto a la media control, sin detectarse efectos
por los diferentes tratamientos. Diez horas después, los niveles de palmitico se
mantienen muy altos, apenas cambiando con respecto los niveles anteriores, pero

optimizandose a altas concentraciones de nutrientes (Figura 12d).
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Figura 12. (a) Acumulacién de acidos grasos totales, (b) acido eicosapentanoico,
(c) 4cido araquidénico y, (d) 4cido palmitico en Grateloupia doryphora, para
incubaciones de diferente duracion y a diferentes concentraciones de nitrato (mg
LY, y de glicerol (M). Las condiciones de luz (90 pmol foton m? s') y

temperatura (1942°C) se mantuvieron constantes durante toda la experiencia.

Barras claras, 14 horas; barras oscuras, 24 horas. Datos representan el % de variacion respecto los valores

control. Misma letra indica diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos.
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Efecto de las variaciones de las condiciones de cultivo en la acumulacion de

acidos grasos

La Tabla 19 muestra el contenido de los 15 4cidos grasos detectados por
cromatografia de gases, en cada uno de los tratamientos del disefio experimental
de Box-Behnken. La Tabla 20 muestra, para las mismas condiciones, los
porcentajes de los 4cidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados,
asi como, los correspondientes a las familias omega-3 y omega-6. Asi mismo se
refleja el porcentaje de acidos grasos respecto al peso seco y al contenido total
de acidos grasos. Para cada acido graso se realizé un ANOVA con el objetivo de

determinar en que medida los factores estudiados afectaban a su acumulacion.

Analizando los resultados considerando a cada 4acido graso
independientemente y, segun la importancia de los factores considerados en el
modelo, la luz es claramente el mas significativo (Tabla 21). Tanto como
término lineal o como no lineal, aparece como el factor mas importante para 9
FAs de un total de 15 en estudio, presentando el mayor F-ratio entre los 9
factores considerados en el analisis. Ademas si valoramos aquellos factores de
interaccion el m’;mero.asciende a 11. Es decir, que en un 60% de las ocasiones la
luz pertenece al factor estadisticamente mas importante (menor p entre todos
aquellos que cumplen p<0.1): acido palmitico, 16:3n4, 18:1n7, 4cido linoleico, y-
linolénico (GLA), estearidonico, dihomo-y-linolénico, AA, y EPA.
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‘Tabla 20. Porcentaje de acidos grasos respecto al peso seco y al contenido total, porcentaje de acidos grasos saturados,
monoinsaturados, poliinsaturados, omega-3, y omega-6 respecto del total detectado, para cada una de las 15 incubaciones de

Grateloupia doryphora correspondientes con el disefio experimental de Box-Behnken para tres factores.

I1..;, intensidad de tuz (umol fotén m? s™ ); Nutrientes, concentracién de nitratos en el medio de cultivo (mg L); Glicerol, concentracién de glicerol en el medio de
% g

cultivo (M).

Incubacién| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

| (o 60 60 90 30 90 30, 90 | 60 30 60 90 30 60 60 60
Nutrientes 70 0 140 140 0 0 70 70 70 0 70 70 140 140 70
Glicerol 61 03 01 01 01 01 005 01 03 005 03 0.05 005 03 0.1

Yo FApeso seco 075 075 140 1.05 0.79 0.65 1.01 105 076 0.80 1.10 144 1.15 075 0.90

% FArra 86.69 79.44 78.8 89.02 89.62 84.69 82.90 80.23 85.96 84.25 85.81 77.89 82.64 85.87 81.84
%Saturados 36.14 33.11 37.95 37.02 40.53 37.09 36.97 33.61 39.59 35.67 36.82 33.62 34.99 36.35 34.88
“Monoinsaturados| 7.61 7.89 876 7.64 6.77 7.73 734 775 834 824 774 779 7.67 11.86 8.69
%Poliinsaturados |42.94 38.44 32.09 44.36 42.32 39.87 38.59 38.87 38.03 40.34 41.25 36.48 39.98 37.36 38.27
Y%Zm3 16.6 1532 125 19.07 14.98 17.57 15.53 14.31 16.85 16.92 16.58 17 17.39 13.12 14.46
%Zw06 2438 21.65 17.98 23.97 2591 20.91 21.56 23.06 20.23 21.62 23.24 19.09 20.79 22.64 22.23

Fernando Marian de Diego

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



100 RESULTADOS

Tabla 21. Resumen del ANOVA realizado para cada éacido graso.

Los simbolos indican la significacién estadistica de los factores considerados en el anélisis teniendo en cuenta si su efecto es lineal y/o no lineal. Espacios en blanco

implican un resultado no significativo. ***, p<0.01; ** p<0.05; *, p<0.1.

Iiu. Glicerol Nutrientes Interacciones
dl] Lineal No Lineal | No Ll e Nutrientés Glicerol'Nutrientes

14:0

16:0
16:1n7
16:3n4

18:0
18:1n9
18:1n7
18:2n6
18:2n4
18:3n6
18:3n3
18:4n3 -
20:3n6
20:4n6
20:5n3

Ratio Insaturada/Saturada |;

*%k *

* (Fig. 13)

* (Fig. 16) ., * (Fig. 13)
* (Fig. 14)
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El siguiente factor en importancia es la concentracién inicial de
nutrientes, siendo estadisticamente significativo (p<0.1) como término lineal o
no lineal, para 8 FAs: acido palmitoleico, estearico, oleico, 18:1n7, acido

linoléico, GLA, estearidénico, y AA).

Por ultimo y de igual forma que anteriormente, la concentracion externa
de glicerol aparece como factor significativo (p<0.1) en el caso de 7 acidos
grasos: palmitico, palmitoleico, estearico, oleico, 18:1n7, linoleico, y dihomo-y-

linolénico.

El comportamiento de los 4cidos grasos en funcion de estos factores se
puede modelizar a partir de modelos no lineales (Tabla 22). Solo los modelos de
6 tipos de grasas obtienen coeficientes de ajuste superiores al 60%,
desestimandose la fiabilidad de aquellos con coeficientes inferiores. Los casos en
los que el coeficiente es muy bajo pero la interacciéon de los factores es
significativa puede deberse a la presencia de factores no controlados en el
estudio. Para los 6 compuestos representativos es posible construir una graficas
del tipo superficie de respuesta en tres dimensiones, donde los ejes representan a
la vanable aleatoria (Z), y a los factores (X)Y) cuya interaccién sea
estadisticamente significativa (Tabla 21). En las figuras 13-16 se presentan las
superficies de respuestas para el palmitoléico, el 18:1n7 (dos), el linoléico, el

dihomo-y-linolénico, y el araquidénico.
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Tabla 22. Bondad de ajuste y modelos no lineales propuestos para cada acido graso.

% Ajuste (correg), cocficiente de ajuste para modelos con mas de una variable independiente. C, porcentaje respecto la cantidad total de 4cidos grasos presente en el

alga Grateloupia doryphora. N.V., no vilido (inodelo matematico no representado debido al bajo coeficiente de ajuste). Los factores se expresan en sus unidades

correspondientes.

Acido | % Ajuste Modelo no lineal

graso | (correg) _

16:1n7 90.12 C=1.70488 + 0.0352571 (IL,,) - 0.00811501 (Nitrato) - 3.30479 (Glicerol) - 2.38889x 107 (ILy,)* +
4.7619x10° (I,,) (Nitrato) - 0.0142938(l; ;) (Glicerol) + 5.71429x 10" (Nitrato)” + 0.0170702 (Nitrato)
(Glicerol) + 11.45 (Glicerol)?

18:1n7 79.06 C=0.5113 + 0.0661125 (I;.,) - 0.0180204 (Nitrato) - 4.49374 (Glicerol) - 5.273 15x10™ (ILe) +
9.16667x10°° (Ip..;) (Nitrato) - 0.0548588 (I,) (Glicerol) + 8.47789x10” (Nitrato) + 0.027724 (Nitrato)
(Glicerol) + 18.2417 (Glicerol)?

18:2n6 | 71.10 € =-5.28075 +0.20244 (I,,) + 0.0197817 (Nitrato) + 59.0508 (Glicerol) - 0.00213704 (IL,,)* +3.0119x10"
(IL.z) (Nitrato) + 0.114576 (I.;) (Glicerol) - 3.2568x10™ (Nitrato)” + 0.131501 (Nitrato) (Glicerol) - 197.258
(Glicerol)®

20:306 | 7086 C=-0.286912 + 0.0149515 (I.,) + 0.00162066 (Nitrato) - 0.762422 (Glicerol) - 6.75926x10° (IL.)” -

1.07143x10° (I,,) (Nitrato) - 0.0276271 (I.,) (Glicerol) - 8.84354x10°® (Nitrato)* + 0.0011138 (Nitrato)
(Glicerol) + 6.89167 (Glicerol)®
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Tabla 22 (continuacién).

Acido % Ajuste Modelo ne lineal
graso | (correg)
18:4n3 6725  C=-1.33903 +0.0964619 (I.,,) - 0.013158 (Nitrato) - 7.6815 (Glicerol) - 7.43056x10™ (ILw)’ + 6.07143x10°
(ILuz) (Nitrato) - 0.0621469 (I, ,,) (Glicerol) + 5.63776x107 (Nitrato)? + 0.029201 (Nitrato) (Glicerol) +
27.275 (Glicerol)?
16:3nd [ 64.83  C=-0.630979 +0.0369492 (I,,,,) - 0.00611743 (Nitrato) + 0.244619 (Glicerol) - 2.88889x10* (1,,.,)? +
5.47619x10°7 (ILez) (Nitrato) - 0.00508475 (I, (Glicerol) + 2.14286x10°° (Nitrato)> + 0.0011138 (Nitrato)
(Glicerol) - 0.45 (Glicerol)?
20:4n6 6333  C=17.5058 - 0.0935927 (I,,,) + 0.0538418 (Nitrato) - 1.73491 (Glicerol) + 0.00188148 (ILu)* - 0.00165357
(ILz) (Nitrato) + 0.100169(I, ) (Glicerol) + 2.5119x10™ (Nitrato)® - 0.0805811 (Nitrato) (Glicerol) +
0.158333 (Glicerol)?
18:3n6 5790  C=-1.09566 + 0.0789416 (ILwz) - 0.0107262 (Nitrato) - 6.12888 (Glicerol) - 6.0787x10™ (I,,,)* +
5.47619x10° (ILiz) (Nitrato) - 0.0469492 (I,,,) (Glicerol) + 4.39626x107 (Nitrato)® + 0.0285714 (Nitrato)
(Glicerol) + 19.4167 (Glicerol)?
16:0 57.86

C =35.2094 - 0.26558 (I..,) - 0.0319574 (Nitrato) + 35,2131 (Glicerol) + 0.00294769 (Iz)? - 2.79762x107

(ILwz) (Nitrato) - 0.344068 (I;,,) (Glicerol) + 2.28146x10™ (Nitrato)® + O 104019 (Nitrato) (Glicerol) -
51.0583(Glicerol)?
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Tabla 22 (continuacion).

Modelo no lineal

Acido | % Ajuste
graso | (correg)
20:5n3 5134 C =25.3989 - 0.276237 (I.,) + 0.040906 (Nitrato) - 39.8647 (Glicerol) + 0.0018787 (Iee)” - 5.20238x10™
(IL.z) (Nitrato) + 0.259096 (ILuz) (Glicerol) - 3.40136x10” (Nitrato)2 - 0.0884504 (Nitrato) (Glicerol) +
72.4583 (Glicerol)®
18:0 44,92 N.V.
18:1n9 11.82 N.V.
18:3n3 0 N.V.
14:0 0 N.V.
18:2n4 0 N.V.
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Las Figuras 13 A, B se corresponden con el comportamiento del
palmitoléico y del 18:1n7 respectivamente, observandose que su
comportamiento es practicamente idéntico. El aumento de la concentracion de
nutrientes, al tiempo que Ia de glicerol, afecta positivamente a la acumulacién de
estas grasas. Sin embargo, cuando la presencia de nutrientes es baja, el glicerol
no produce ningin efecto sobre la acumulacion. Este patron de respuesta es
similar para el caso opuesto, es decir, para una baja concentracion de glicerol los
nutrientes no afectan considerablemente a la acumulacion.

También se observa que en estas graficas no se alcanza el limite maximo
para el intervalo experimental considerado, por lo que es posible optimizar la
acumulacion de estas grasas si se continda experimentando en la linea de la
maxima peﬁdiente. La cantidades maximas estimadas para el palmitoléico llegan

hasta el 3.6% del contenido total en acidos grasos.

El acido linolénico (Figura 14) parece alcanzar una maximo en su
acumulacion para una concentracion de 0.2M de glicerol, y 90 mg L de nitrato.
En ese caso, la acumulacion es entorno al 9% del total de acidos grasos, que
supone aproximadamente 0.9 mg g’ peso seco, si consideramos un 1% de la

biomasa como acidos grasos.

La interacciéon de la luz con la concentracion de nutrientes afecta de
manera muy significativa a la proporcién de dcido araquiddnico (p<0.01). Asi, la
Figura 15 muestra que a intensidades de luz moderadamente bajas (30 pmol
fotén m? s'), los nutrientes inducen a una mayor acumulacién de grasas en
forma de araquidénico, hasta un 26% del TFAs, que suponiendo un 1% de la
biomasa como é4cidos grasos supone una concentracion de 2.6 mg g de peso
seco de alga. De manera opuesta, a medida que aumenta la intensidad de luz, el

efecto de los nutrientes es cada vez menor, llegando incluso a ser inhibidor.

Fernando Marian de Diego

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



106 RESULTADOS
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Figura 13. Superficie de respuesta (% respecto del contenido total en acidos
grasos) estimada para (A) el acido palmitoléico y, (B) el 18:1n7, frente a la
concentracién de nitratos (mg L) y de glicerol (M).

La intensidad de luz se fija a 60 pmol fotén m?s’.
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Estimated Response Surface

0.3

FA 18 2n6

Glicerol

Nitrato

Figura 14. Superficie de respuesta (% respecto del contenido total en acidos
grasos) estimada para el acido linoléico frente a la concentracion de nitratos (mg
L)y de glicerol (M).

La intensidad de luz se fija a 60 pmol foton m™s™.
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Estimated Response Surface
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Figura 15. Superficie de respuesta (% respecto del contenido total en acidos
grasos) estimada para el araquidénico, frente a la concentracion de nitratos (mg

L")y la intensidad de luz (umol fotén m> s™).

La concentracion de glicerol se fijaa 0.1M.
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Las Figuras 16 A, B muestran el efecto de la interaccién intensidad de
luz-concentracidn de glicerol para el caso del 18:1n7, y del dihomo-y-linolénico.
En el primer caso, se promueve una acumulaciéon (méximo relativo) de este
acido graso para intensidades de luz de 50-60 pmol fotén m™ s, pero
concentraciones elevadas o nulas de glicerol van a optimizar esta respuesta
(hasta un 2.1% del TFAs). Para elevadas concentraciones de nitrato (superiores a
100 mg L7), el efecto de una alta concentracién de glicerol es superior, en
cuanto a la acumulacidn de esta grasa, que en el caso de no haber glicerol en el
medio (resultados no mostrados).

Para el caso del dihomo-y-linolénico, el comportamiento es similar al
descrito anteriormente, pero el efecto de la concentracidon de glicerol no es tan

acusado. La concentracion mas elevada estimada por el modelo se aproxima al

0.5% del TFAs.

Un analisis mas detallado de los datos mostrados en la Tabla 20 permite
agrupar los diferentes acidos grasos en sub-familias, proporcionando cierta
informacion acerca de su posicion en la larga cadena de sintesis que caracteriza a
estos compuestos. De esta manera, el analisis clister nos permite clasificar en
varias categorias los acidos grasos estudiados.

Para la realizacion de este analisis y para cada acido graso las quince
medidas, obtenidas a lo largo del disefio experimental, se consideran
submuestras bajo la hipétesis de semejanza entre los elementos que componen a
cada serie (se asume la variabilidad debida a las diferentes condiciones de
incubacidn), de tal manera que se obtiene una clasificacién en un conjunto bien
establecido de categorias: Categoria A de productos finales (77% del TFAs),
compuesta por el EPA, el AA, el palmitico, y el miristico; Categoria B de
intermediarios (10% del TFAs); y Categoria C de precursores (13% del TFAs),

que incluye al estearico, al linoléico, y al oléico (Figura 17).

Fernando Marian de Diego

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



110 RESULTADOS
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Figura 16. Superficie de respuesta (% respecto del contenido total en éacidos
grasos) estimada para (A) el 18:1n7 y, (B) el dihomo-y-linolénico, frente a la

concentracion de glicerol (M) y la intensidad de luz (umol fotén m? s?).

La concentracion de nitratos se fijaa 70 mg L™
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Dendrogram
Furthest Neighbor Method. Squared Euclidean
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Figura 17. Analisis clister de los datos obtenidos en el disefio experimental
de Box-Behnken. Cada 4cido graso es considerado como una variable
sobre la cual se realizan 15 medidas. Categoria A, productos finales;

Categoria B, intermediarios; Categoria C, precursores.
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- El estudio del comportamiento de las fracciones segin el grado de
saturacion a lo largo de las 15 incubaciones (Figura 18) muestra que la
proporcién de grasa poliinsaturada/saturada se mantiene entorno al 1-1.1. El
andlisis de la variancia correspondiente a este caso se puede representar por el
grafico de Pareto (Figura 19), que muestra que las interacciones intensidad de
luz-nutrientes, ¢ intensidad de luz-glicerol son muy significativas (p£0.05). Adn
siendo el coeficiente de ajuste algo inferior al 60%, el interés por la informacion
que pueda proporcionar el modelo es evidente, pues el 85% de la grasa
poliinsaturada se compone de acidos tan importantes como el EPA, AA, y GLA.
La luz modula la respuesta del alga frente a la concentracion de nutrientes
(Figura 20 A). A bajas intensidades de luz, la concentracién de nutrientes se
correlaciona con una aumento relativo de las grasas poliinsaturadas alcanzandose
un ratio superior a 1.2, pero a medida que aumenta la intensidad luminosa el
nitrato favorece la acumulacién de las saturadas. Un efecto similar ocurre para la
utilizacién de una fuente de carbono organico. A bajas intensidades de luz la
presencia del glicerol favorece la biosintesis y acumulacién de grasas saturadas,
mientras que este efecto se ve practicamente inhibido a medida que se

incrementa la intensidad de luz (Figura 20 B).

Fernando Marian de Diego

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



RESULTADOS 113

100

% Total de acidos grasos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

@ Saturados B Monoinsaturados [ Poliinsaturados [ Otros

Figura 18. Distribucion de los 4cidos grasos saturados, monoinsaturados, y
poliinsaturados en Grateloupia doryphora, en cada una de las incubaciones

propuestas por el disefio experimental de Box-Behnken para tres factores.
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Standardized Pareto Chart for poli vs.satu
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Figura 19. Grafico de Pareto para la proporcion de grasa poliinsaturada/saturada. Cada
barra es proporcional al efecto del factor correspondiente sobre la variable estudiada.

Un efecto estandarizado superior o igual a 2.6 representa una significancia estadistica

del factor al 95% en el analisis ANOVA.
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Figura 20. (A) Superficie de respuesta estimada para el ratio grasa
poliinsaturada/saturada vs. la concentracién de nitrato (mg L) y la intensidad de
luz (umol fotén m? s™), para una concentracién de glicerol fija de 0.05M. (B)
Superficie de respuesta estimada para el ratio grasa poliinsaturada/saturada vs. la
concentracion de glicerol (M) y la intensidad de luz (umol fotén m? s?), para

una concentracién de nitrato de 140 mg L.
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IIL 3. NIVELES ENDOGENOS, ACUMULACION Y EFECTO DE LAS
POLIAMINAS

Presencia de poliaminas en las algas Dictyota dichotoma, Gelidium

canariensis y Grateloupia doryphora

Los niveles de poliaminas en las especies algales estudiadas se muestran en la
Tabla 23. En las tres especies se encontraron cantidades significativas de
poliaminas, tanto en la fraccion libre como en la insoluble-conjugada. La
putrescina es siempre la mas abundante en ambas fracciones, seguida de
espermidina y espermina en cantidades similares. La mayor concentracion para
las tres especies vegetales se encontré siempre en la fraccion imsoluble-
conjugada correspondiente a la putrescina, y la menor corresponde a la fraccion
libre de espermina en unos casos (D. dichotoma y G. doryphora), y a la

espermidina en el otro (G. canariensis).

Tabla 23. Poliaminas en tres especies de algas (ug g peso fresco) recogidas en

la costa de Gran Canaria (Islas Canarias).

Datos de 16-20 réplicas; media + SE; put, putrescina; spd, espermidina; spm, espermina.

Dictyota dichotoma  Gelidium canariensis Grateloupia doryphora

| (Phaeophyta) (Rhodophyta) (Rhodophyta)
Poliaminas libres put 81+1.73 134£2 62+2
spd 0.33 £0.01 0.43 £0.02 0.75 £0.02
spm 0.23 £0.01 1.81 £0.04 0.62 +0.03
Poliaminas put 1667 £226 1998 £ 39 2624 £33
inslub-conjugadas spd 7.2 £0.7 40 0.2 43 +0.1
spm 4.1 £0.5 60 £03 58 £02
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Regulacién del crecimiento y desarrollo. Cambios en la concentracién de

poliaminas durante el crecimiento celular inducido por el glicerol in vitro

No se detectaron diferencias en los niveles de poliaminas totales entre las
muestras de G. doryphora recogidas en la naturaleza, y consideradas niveles de
referencia, y los cultivos axénicos de esporas cultivadas en medio PES durante 1
semana. En contraste, si se obtuvieron diferencias significativas (p < 0.05) entre
los niveles endogenos de poliaminas, tanto libres como conjugadas cuando se
cultivaba en PES90+ 0.IM de glicerol (Tabla 24). Esta acumulacién de
poliaminas se correspondié morfolégicamente con una intensa actividad de
divisién celular observada en las esporas cultivadas en glicerol, y que daban

lugar a la formacién de las masas celulares (Figuras 21 A, B).

Tabla 24. Poliaminas (ug g’ peso fresco) en sporelings de G. doryphora
cultivadas en medio con/sin glicerol (datos de 10 a 20 replicados), comparados

con los resultados tomados como referencia (en Tabla 23).
Media + SE; ns = no significante (P > 0.05); * = diferencias significativas (P < 0.05).

Talo Sporelings — glicerol
put 2247 * 149 2359 £ 712"
Poliaminas totales spd  12.2+26 259+24™
spm 35+1.6 6.6+24™
Talo Sporelings + glicerol
put 62+2 172 + 6%
Poliaminas libres spd  0.75 £0.02 1.87+0.1*

spm (.62 £ 0.03 1.32 £ 0.03*%
Poliaminas conjugadas  put 2624 + 33 5063 £ 81*

spd 43 +0.1 57x0.2%

spm 5.8+0.2 9.2+ 0.2*%
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Figura 21. (A) Seccién transversal de una masa celular. Nétese la division
celular (punta de flecha) y la acumulacién de almidon (flecha) generada por la
actividad biosintética. (B-D) Masas celulares originadas a partir de esporas
cultivadas en PES70+0.3M glicerol (B); glicerol+0.0lmM DFMO (C);

glicerol+0.01mM DFMO (D).
Escala de la figura A=0.02 cm; escala figuras B-D=0.3 cm.
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120 RESULTADOS

La presencia del glicerol en el cultivo in vitro de las esporas de G.
doryphora induce un aumento general en los niveles (endogenos) de poliaminas,
aunque este incremento no es homogéneo entre ellas. En el caso de la fraccion
libre, proporcionalmente es la putrescina la que mayor incremento experimenta,
seguida de la espermidina (Figura 22 a). En el analisis correspondiente a la
fraccion insoluble-conjugada es de nuevo la putrescina la que mas incremento

sufre, pero seguida en este caso por la espermina (Figura 22 b).
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Figura 22. Proporciones relativas entre putrescina (PUT), espermidina (SPD) y

espermina (SPM), en tejido de G. doryphora cultivado in vitro en presencia y

ausencia de glicerol. La columna correspondiente a medio [PES+glicerol]

representa el % de variacién con respecto al medio [PES] (100%).
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Los resultados obtenidos para las esporas cultivadas en presencia del

inhibidor DFMO se muestran en la Tabla 25 y Figuras 21 C, D. Tras 20 horas de
incubacién en presencia de 70 kBq de glicerol radioactivo, hasta un 0.022% de la
radioactividad se encontrd en las bandas de putrescina, espermidina y espermina
correspondientes al analisis de cromatografia en capa fina.

La adicién del inhibidor DFMO caus6 una disminucion en la tasa de
crecimiento de las masas celulares (Figuras 21 B-D) y en la radioactividad
acumulada en las poliaminas. En medios PES sin glicerol, el DFMO no provocd

ningéin efecto (resultados no presentados).

Tabla 25. Tasa especifica de crecimiento y radioactividad en putrescina,
espermidina y espermina después de incubar los sporelings de G. doryphora
durante 20 h en 70 kBq [U-1*C] glicerol (0.75 mM) = DFMO. Los medios de
cultivo fueron 0.1 M glicerol + DFMO (0.01 mM y 1 mM) y 0.1 M glicerol sin
inhibidor (+ glicerol — DFMO).

Datos de crecimiento son de 3-5 réplicas. Datos de radioactividad (cpm en paréntesis) del extracto de 3

réplicas. Todas las comparaciones estan como el porcentaje respecto del resultado en el medio sin

inhibidor.

+ glicerol ~ + glicerol + glicerol
- DFMO + DFMO + DFMO
0.0l mM 1 mM

Tasa especifica de 100 74 2
crecimiento (% dia™) (9,2+2.38)

% radioactividad en tejido 100 (0.022) 86 72
como poliamina

Putrescina 100 (244) 89 67
Espermidina 100 (150) 80 80
Espermina 100 (229) 125 75
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Acumulacion diferencial de poliaminas en la fanerégama marina

Cymodocea nodosa

La zona apical presentd la mayor acumulacién de poliaminas, tanto en la
fraccion libre como en la isoluble-conjugada, mientras que las raices dieron los
niveles mas bajos. En la fraccion libre, hasta cuatro veces mas de putrescina y
espermidina fue detectada en los apices con respecto las hojas y el rizoma, y
hasta ocho veces mas con respecto las raices. En el caso de la espermina, hojas y
raices mostraron valores diez veces inferior, mientras que solo 3 veces para el
caso del rizoma. En el caso de las poliaminas conjugadas, el patrén de
distribucién fue muy similar. De nuevo la seccion apical presentaba niveles diez
veces superiores de poliaminas con respecto el rizoma y las raices, pero solo

hasta tres comparado a las hojas (Tabla 26).
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Tabla 26. Niveles endégenos de poliaminas libres y conjugadas (ug g’ peso

fresco) en diferentes tejidos de Cymodocea nodosa.
Put, putrescina, Spd, espermidina; Spm, espermina. Los datos representan la media + SE de 4-10

réplicas.

Libres Conjugadas

Put  Spd Spm Put Spd Spm
Hojas 35.46x1 0.83+0.03 0.16i0;02 1070489 2.57+0.01 5.23%0.5
Raices 17.5540.7 0.36+0.02 0.21+0.03 254.6t13 0.837£0.01 1.2410.01
Rizoma 35.4+1.8 0.7240.03 0.68+0.11 388.5+16 0.8710.1 1.3610.01

Zona  139.38+13 2.77+0.2 1.8740.1 2891£55 5.69+0.3 13.910.61

apical

En las incubaciones con putrescina, los niveles endogenos de las tres
poliaminas libres aumentaron significativamente con respecto los mniveles
detectados en las muestras control (Tabla 27). La fracciéon de espermidina-libre
fue la que mayor aumento experimentd, seguido de la espermina. Con respecto a
las fracciomes conjugadas, la putrescina fue la tdnica que aumentd
significativamente.

Cuando los rizomas plagiotropicos se incubaron en medios con
espermidina 10*M, de nuevo todos los niveles enddgenos de poliaminas libres
aumentaron significativamente con respecto los controles, siendo la putrescina la
que menor aumento experimentd. Sin embargo, las fracciones conjugadas, tanto
solubles como insolubles, no sufrieron cambios significativos en estas

condiciones.
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Los mayores niveles de putrescina libre de todo el experimento se
detectaron en aquellas incubaciones correspondientes a espermina 10*M. Y
aunque los niveles endégenos de espermidina, y espermina también aumentaron
de manera significativa, lo hicieron en menor medida que en anteriores
incubaciones. Con respecto a la fraccion soluble-conjugada, los niveles
enddgenos se doblaron para las tres poliaminas. Pero lo mas notable ocurrié para
la fraccién insoluble-conjugada, donde los niveles de espermidina y espermina
aumentaron hasta 13 veces con respecto los niveles control, mientras que la

putrescina apenas se dobld.
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Tabla 27. Poliaminas libres y conjugadas (pg g peso fresco) en explantos apicales de Cymodocea nodosa tras haberlos incubado

en putrescina (Put), espermidina (Spd) y espermina (Spm) a una concentracion final de 10*M durante 1 hora.

No detectadas = nd. * = significativamente diferente respecto del control (p<0.05). Los datos representan la media + SE de 4-10 réplicas.

Libres ~ Solubles-conjugadas Insolubles-conjugadas
Incubacién a 10°M en: Put Spd Spm Put Spd Spm Put Spd Spm
Put 244.6'£163 3.4'402 1.73'+0.11 1899°+76.4 526403 4.1540.9 363.4'£11.4 0.62+0.04 0.47+0.02
Spd | 192.6'+16  2.52'+0.2 1.42°30.12 976453  7.35+0.4 nd 159.246  0.3940.03 0.840.03
Spm 327.6'£18.2 3.5540.2 1.61'+0.09 1612186 12.98°+0.4 11.23"+2 350.2"+8.3 6.19'+2  9.24'+1.7
Control 151.2410.8 0.95+0.07 0.62+0.09 622.6+1.6 6.01+0.4 541+0.1 199.4+10  0.47+0.03 0.75+0.07
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IV. DISCUSION
Analisis de los solutos compatibles

El analisis de los solutos compatibles (floridésido y glicerol) dio resultados muy
satisfactorios, aunque para el caso particular del floridésido, su cuantificacion
hubo de realizarse de manera indirecta. Diversos autores ya han realizado la
cuantificacién del floridésido a partir de métodos indirectos, siendo el mas
popular de ellos la ruptura enzimatica de la molécula a partir de la a-
galactosidasa (Wiencke & Léuchli, 1981; Ekman et al, 1991), para
posteriormerite cuantificar el contenido en glicerol por diferentes métodos. Mas
adelante, la posibilidad de adquirir estdndares puros de esta sustancia permiti6
realizar su cuantificacién de una manera directa (Karsten ez al., 1991).

En nuestro caso, la imposibilidad de adquirir un estindar puro de
floridésido, nos obligd a realizar una hidrdlisis acida previa para liberar sus
componentes moleculares (glicerol y galactosa). El pico mas significativo que
aparecia en las muestras control de G. doryphora se suponia fuera el floridésido
(Figura 5). La desapariciéon de éste tras la hidrolisis acida coincidié con un
aumento del area correspondiente a los LMWS de entre 10-14 veces, y con la
aparicion del glicerol. Estos cambios solo podian deberse a la ruptura de los
componentes de la molécula del floridésido. De esta manera, la cuantificacion
del floridésido se realizd a través de la expresion del glicerol (Tabla 9), pues en
caso de hacerlo a través de la galactosa, se estaria sobreestimando el contenido
en heterosido debido a que la hidrdlisis libera moléculas de galactosa de origen
(oligo)polisacaridico (Kirst, 1980a). Recientemente, el desarrollo de técnicas de
resonancia magnética nuclear ha permitido al cuantificacion directa y fiable de
este compuesto sin la necesidad de disponer de ningun tipo de estandar (Broberg
et al., 1998; Karsten, 1999), pero la hidrdlisis acida del floridésido y compuestos

similares como el digeneasido, y su posterior analisis por cromatografia HPLC
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130 DISCUSION

continia siendo una técnica rapida y econdémica, que tampoco requiere la
utilizacion de estandares (internos o externos).

Sin embargo, la correcta identificacion de los 5 monosacaridos
potencialmente presentes en algas no fue posible debido a que la resolucién de
los picos cromatograficos, correspondientes a cada uno de ellos, no fue tan
buena como para que el programa de integracion automatica de picos
(VARIAN® software) pudiera discriminar entre un monosacarido u otro. Esto era
debido a que la base de los picos era demasiado ancha, y por lo tanto unos se
solapaban con otros. La duracion de la ventana de elucién de estos azucares en el
método propuesto en este estudio coincide con la detallada en el folleto técnico
correspondiente a la columna usada (Shodex Test Chromatogram para la
columna Sugar KS-801), por lo que esta baja resolucion es debida a las
impurezas presentes en la muestra vegetal. Karsten y colaboradores (1991),
proponen la instalacion de una pre-columna para retirar parte de estas sustancias,
aunque siguen reconociendo la ausencia de resolucién para ciertos compuestos,
principalmente debido a la degradacién, propia del proceso de extraccion, de
sustancias de alto peso molecular. Estos compuestos como €l agar o el almidon,
son los primeros en aparecer en el cromatograma, y su presencia es
especialmente alta en aquellas muestras donde la solucion extractora no incluia

etanol, como €s nuestro caso.

Por lo tanto, la técnica HPLC usada en este estudio para la identificacion
y cuantificacion de osmolitos tales como el glicerol y el floridésido presentes en
algas marinas, se mostré como una herramienta rapida y sencilla, mas ventajosa
que otras descritas para la cuantificacién de estas sustancias, donde se deben
realizar diferentes extracciones y reacciones durante periodos que a veces
alcanzan incluso las 72 h (Kirst, 1980a; Reed, 1985; Meng & Srivastava, 1993).
Sin embargo, el tiempo total de analisis empleado en este estudio, desde que
comienza el proceso de extraccion y hasta que se inyecta la muestra en el HPLC,

nunca super6 las 6 horas y media, usando unicamente agua bidestilada y resina

Fernando Marian de Diego

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



DISCUSION 131

de intercambio idnico como elementos involucrados en el proceso analitico

(Karsten et al., 1991).

Los ensayos preliminares acerca de la presencia de osmolitos y azicares
de bajo peso molecular en algas del litoral grancanario mostraron que, como era
de esperar, solo las especies de algas rojas acumulaban floriddsido. Este
heterdsido, caracteristico de las Rhodophyta, supuso aproximadamente un 1%
del peso seco en las especies estudiadas, aunque este porcentaje puede oscilar
entre diferentes especies sobretodo porque depende de numerosos factores
ambientales (Kirst, 1980a). En este sentido, para Gracilaria sordida, Ekman y
colaboradores (1991) establecen el contenido de floridésido entorno a 50 pmol
g peso seco, que contrasta con los 450 pmol g peso seco registrados por
Glazer y colaboradores (1994), para Compsopogon coeruleus, una especie de
Rhodophyta de agua dulce, cuando es cultivada en agua de mar. Recientemente,
en un estudio que incluia a 25 especies de Bangioficeas (Rhodophyta) cultivadas
en condiciones homogéneas de luz (30 pumol fotén m™ s™), temperatura (23°C) y
salinidad (36%o0), Karsten y colaboradores (1999) observan una oscilacién desde
los 8 pmol g peso seco de Stylonema cornu-cervi, hasta los 723 pmol g peso

seco de Bangia atropurpurea.

Respecto a los monosacaridos libres (no fosforilados), solo se pudo
cuantificar el contenido en aquellas especies donde no se encontrara al manitol
como osmolito, como fue el caso de las 4 especies de algas pardas aqui

analizadas.

Como se justificd anteriormente, fue imposible llegar a una correcta
resolucién de las sustancias que componen este conjunto. Por este motivo, y
dado que los analisis resultaron de medidas puntuales resulta complicado
interpretar los resultados obtenidos. Los monosacaridos potencialmente

reconocidos en este analisis, tienen papeles muy especificos en el metabolismo
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del general del carbono, principalmente en su forma activa (glucosa-6-fosfato,
manosa-fosfato, fructosa-1,6-difosfato, UDP-galactosa, etc.) y no detectada por

la columna HPLC utilizada en este estudio (resultados no mostrados).

Para las 7 especies de macroalgas estudiadas, el resultado mas importante
obtenido, en las primeras incubaciones en medios con glicerol 0.3M, estd
relacionada con el hecho de que en todas ellas se detectd la presencia de glicerol
en el interior del talo. Esta propiedad tiene una aplicacién biotecnologica
inmediata siempre y cuando el alga sea capaz de incorporar esta molécula a su
metabolismo, pues el glicerol. es una molécula que interviene en multitud de
procesos metabélicos, ademas de resultar una fuente ultll de energia para el
crecimiento. Para que esto pueda ocurrir, el glicerol debe estar en el interior
celular, y en este caso, esta posibilidad no la hemos podido probar, pues nuestro
método no discriminaba entre el glicerol intracelular y el intercelular, éste ultimo
ocupando el espacio intersticial. Sin embargo, en experimentos anteriores
realizados con G. doryphora, se ha demostrado que el glicerol exdgeno dispuesto
en cultivo (0.3M) si era metabolizado, promoviendo una elevada tasa
respiratoria, inhibiendo la fotosintesis, y aumentando el crecimiento celular
(Robaina et al., 1995); Estos efectos del glicerol sobre G. doryphora solo pueden
deberse a su metabolizacién tras su incorporacion al interior celular. Por lo tanto,
y aunque aun no se ha descrito un mecanismo de transporte especifico para esta
molécula (como se discutira mas adelante), a priori se sabe que presenta una
facil difusién a través de la membrana celular. En esta linea, nuestros
experimentos mostraron que la entrada de glicerol en G. doryphora parece ser

mas compleja que una simple difusion.

Una vez en el interior celular, el glicerol se debe acoplar a las rutas
metabélicas establecidas, pero en este sentido el glicerol parece ser una molécula
metabdlicamente activa ya que ha sido reconocida como una fuente de carbono

efectiva en el cultivo de otras especies algales. Fries (1973) reconocié la
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efectividad del glicerol como fuente de carbono en numerosas algas rojas, y mas
tarde, Saga y colaboradores (1982), y de nuevo Fries (1984) reconocen que para
que una fuente de carbono sea efectiva en un alga, debe ser posible su
acumulacidn en el interior celular. Es, por lo tanto, muy significativo que las
algas aqui estudiadas sean capaces de almacenar grandes cantidades de esta
molécula en su interior, ya que permitiria que en un futuro se pudiera hacer
crecer estas especies en medios suplementados con glicerol como fuente de
carbono.

Para que esta molécula quede retenida en el interior celular ha de ser
rapidamente fosforilada a través de la enzima glicerolquinasa, que incorpora un
grupo fosfato en el tercer carbono de la molécula (De Koning et al., 1987). A
partir de este momento, el glicerol-3-fosfato (glicerol-3P) puede verse
involucrado en multitud de eventos metabolicos tales como la sintesis de
almidon, de agar, de carbohidratos de bajo peso molecular, o de las diferentes
fracciones lipidicas. La sintesis natural del glicerol-3P esta relacionada con la
actividad fotosintética de tal manera que la triosa-fosfato sintetizada en el
cloroplasto es transformada en glicerol-3P a través de la gliceril-
fosfodeshidrogenasa. Asi que la entrada del glicerol exdgeno al interior celular,
aqui registrada, deberia afectar de alguna manera a la actividad fotosintética.
Sobre esta hipotesis Robaina y colaboradores (1995) encontraron que cuando G.
doryphora era cultivada en condiciones mixotroficas, la tasa fotosintética
disminuia mientras que la respiratoria se incrementaba. En esta misma linea,
Lewitus y colaboradores (1991) identifican importantes cambios estructurales en
el aparato fotosintético de Pyrenomonas salina cuando es cultivada con glicerol

como fuente organica de carbono.

La entrada del glicerol exégeno al interior celular se estudi6 para el caso
particular de G. doryphora bajo condiciones variables de luz, de concentracion
de nutrientes y glicerol. Los resultados mostraron un claro efecto regulador de la

intensidad de luz, junto con la concentracién de glicerol dispuesta en el medio de
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cultivo (Tabla 15). El primer resultado (efecto regulador de la luz) es mucho mas
interesante que el segundo, pues cabe esperar una alta correlacién positiva entre
el glicerol dispuesto en el medio con el encontrado en el interior celular, mas ain
teniendo en cuenta la aparente facilidad para penetrar en el interior de los talos
de todas las especies anteriormente estudiadas. Este efecto regulador de la luz
esta en el camino de la existencia de un transporte mas complejo que una mera
difusién pasiva.

Que se necesite luz, redunda en la idea sobre que la entrada del glicerol al
interior pudiera no ser una simple difusion Un posible efecto de la luz sobre la
utilizacién del glicerol ya fue reconocido en este laboratorio para G. doryphora
por Robaina y colaboradores (1990a,b). Estos autores establecian la necesidad de
la luz para que el alga pudiera crecer utilizando esta fuente de energia alternativa
a la fotosintesis. Este papel relevante de la luz en el flujo de carbono celular ya
fue descrito por Macler (1986), aunque en este caso, el estudio no implicaba
ninguna fuente exdgena de carbono organico. Los resultados obtenidos en la
Tabla 15 justifican un efecto regulador de la luz en la entrada de glicerol. Este
efecto es notable en incubaciones a largo plazo, pues en el plazo de 2 horas no se
detectaron diferencias entre el tratamiento en luz (90 umol foton m?s), yelde
oscuridad. Este efecto regulador de la luz a largo plazo en la entrada (uptake) de
una fuente organica de carbono también fue constatado por Pettit & Harwood
(1989), cuando detectaron un efecto de la iluminacién a partir de las 8 horas en
incubaciones de Chondrus crispus, y de Polysiphonia lanosa, usando acetato

como fuente de carbono.

El analisis estadistico, a partir del disefio experimental de Box-Behnken,
parece ajustarse a los resultados expuestos anteriormente por otros autores. El
modelo propuesto acerca de la variacién de la concentracion interna de glicerol
(Figura 9) ju‘stiﬁca un muy alto porcentaje de la variancia observada en los datos
experimentales, un 86.7%. Garcia Sanchez y colaboradores (1994), trabajando

en modelos no lineales derivados del mismo disefio experimental aqui empleado,
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pero con variables tales como la tasa de crecimiento de un cultivo microalgal, o
la concentracion interna de ciertos acidos grasos en algas unicelulares, obtienen
porcentajes muy similares. Segun estos autores, los coeficientes de

determinacion para los distintos modelos propuestos oscilaban entre 73.5-93.3%.

Las incubaciones de G. doryphora en presencia de glicerol 0.3M dan un
contenido intracelular de aproximadamente el 0.015% del peso seco (Tabla 13).
Kremer & Kirst (1981), en un estudio realizado sobre 7 especies de Rhodophyta
determinan que en incubaciones con bicarbonato como fuente de carbono, el
contenido en glicerol nunca fue superior al 0.05% del peso seco.

El hecho que la Figura 9 no muestre un maximo en el rango ensayado
para la intensidad de luz y la concentracién de glicerol nos hizo pensar que ain
se podia llegar mas lejos en la capacidad de acumulacién del alga. La superficie
de respuesta para la concentracion de glicerol interno predice que la capacidad
de acumulacién de G. doryphora es muy superior a la detectada, pudiendo llegar
a ser hasta el 0.15% del peso seco, siempre dentro del rango ensayado para las
varibales, pues fuera de él cabe la posibilidad de darse efectos no controlados.
En este sentido, en la Figura 9, si consideramos concentraciones de glicerol
externo ya ensayadas en cultivo para G. doryphora, donde se han registrados
efectos significativos sobre el crecimiento y desarrollo (0.2-0.3M), el modelo
predice un crecimiento constante e ilimitado en la concentracién interna a
medida que se incrementa la irradiancia, pero intuitivamente este resultado no
parece logico, por lo que fuera de estos limites cabe esperar la existencia de
. algin tipo de regulador, a nivel celular y dependiente de la concentracion, que
controle el transporte del glicerol hacia el interior, en concordancia con lo
expuesto anteriormente acerca de un tipo de transporte para el glicerol diferente
y mas complejo que la difusiéon simple. Aun asi, esta propiedad del alga para
acumular glicerol en tan elevada concentracion es muy importante si, como se
comenté anteriormente, el alga es capaz de utilizar esta reserva energética como

precursora de numerosos productos finales derivados de los procesos
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metabolicos que implican al glicerol. En este sentido, este resultado esta de
acuerdo con la elevada actividad biosintética detectada en carpoesporas de G.
doryphora cuando son cultivadas in vitro a concentraciones de glicerol similares
a las aqui ensayadas (Garcia-Jiménez et al., 1996). En la misma linea, otros
autores han encontrado que, en ciertas algas rojas unicelulares cuando son
cultivadas en medios con fuentes organicas de carbono, existe una reorientacion
del metabolismo del carbono hacia la produccién de compuestos de elevado peso

molecular (Cheng & Antia, 1970; Antia ef al., 1973, 1979).

Los cambios en las condiciones de cultivo anteriormente descritas
ciertamente afectaron a la variacién de floridésido en G. doryphora. Esta
variacién pudo ser explicada hasta en un 70.1% de la variancia. El analisis
estadistico reveld que los tres factores considerados estaban contribuyendo
significativamente a la explicacién de la variancia para este soluto compatible.
Sin embargo, el modelo no lineal propuesto por el analisis estadistico no fue
fiable, dado que los términos de interacciéon no resultaron significativos. Es
decir, que no es posible predecir la tendencia del floridésido a partir de una
ecuacion polinémica. Este hecho nos impide realizar una evaluacién acerca de la
tendencia de este heterdsido en funcién de los factores propuestos. Aun asi, el
disefio experimental de Box-Behnken y sus posterior andlisis, resulté un método
valido para identificar aquellos factores que mas afectan a las variaciones de
floridésido en G. doryphora bajo condiciones de cultivo controladas,
permitiéndonos plantear nuevos experimentos en la direccion adecuada para
estudiar el comportamiento de este osmolito en condiciones de cultivo mas

restrictivas.

Para algas rojas, el floridésido estd reconocido como el principal
fotosintetato (Kremer & Kirst, 1981; Reed, 1985; Barrow et al., 1995), es decir,
como el principal producto derivado del proceso fotosintético, actividad

bioquimica dependiente en gran medida de las condiciones de luz. Nuestros
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resultados estan, por lo tanto, en absoluta concordancia con la bibliografia,
identificando a la luz como uno de los principales agentes responsable de los
cambios en la concentracién de floridésido. Ademas, es significativo que el
ANOVA realizado considere relevante el efecto no lineal de la luz (Tabla 15),
pues indica una interacciéon compleja entre estas variables, donde quizas
intervengan mas factores de forma indirecta. En este sentido, mas adelante se
plantea la posibilidad de un efecto conjunto entre la luz, la concentracién de

iones (el K especialmente), y la concentracién de floriddsido.

El factor estadisticamente mas significativo resulta ser la concentracion de
glicerol externa (Figura 8B). Este resultado esta potenciado por aquel descrito
por Kremer & Kirst (1981), cuando en experimentos de incubacién con H"“CO5”
en diferentes especies de Rhodophyta identifican al glicerol, junto a la galactosa,
y el floridésido-fosfato, como uno de los precursores directos en la biosintesis
del floridésido. Por otro lado, el hecho que sea este factor el que mas peso
estadistico tenga puede ser debido a mas de una razén (la de precursor es la
primera). Si tenemos en cuenta que en los experimentos asociados al disefio
experimental de Box-Behnken, la concentracion de glicerol en el medio de
cultivo resulta tener una perfecta correlacion con la salinidad (condicién
indispensable para mantener la osmolalidad constante para las diferentes
concentraciones de glicerol ensayadas, es decir, que la salinidad es una
covariable de la concentracién interna, Tabla 5), parte de la variacion observada
en la concentracién interna de glicerol puede deberse a los cambios en la
concentracién de sales. Este efecto de la concentracion idnica extracelular sobre
el glicerol intracelular ya fue descrito por Ben-Amotz & Grunwald (1981) para
la microalga Asteromonas gracilis, donde determinan que existe una relacién
lineal entre el glicerol intracelular y la concentracién salina externa. De esta
manera, es logico que el indice de significacidén estadistica sea p<0.01, ya que
posiblemente estd reflejando el efecto de dos factores sobre la variable en

particular.
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En tltimo lugar, el analisis de la variancia también considera significativo
el efecto de la concentracién de nutrientes sobre el contenido en floridosido
(efecto no lineal). Diversos autores han relacionado el papel del metabolismo del
nitrégeno con el flujo de carbono en algas. Vanlerberghe y colaboradores (1990)
describen como hasta un 50% del metabolismo del carbono celular para la
Chlorophyta Selenastrum minutum esta acoplado al del nitrégeno. Turpin y
colaboradores (1988), también para S. minutum, afirman que existen importantes
interacciones entre la asimilacién del nitrégeno y el metabolismo fotosintético.
La consecuencia mas obvia de una deficiencia en nitrogeno es la disminucion en
pigmentos fotosintéticos nitrogenados, tales como las clorofilas y las ficobilinas
(Macler, 1986; Falkowski er al., 1989; Herzig & Falkowski, 1989; Plumley &
Schmidt, 1989), que por lo tanto se corresponde con una significativa limitacion
en la actividad fotosintética. Mas atin, Macler (1986), relaciona directamente una
deficiencia en nitrégeno con la inhibicién de la biosintesis de floridosido en el
alga roja Gelidium coulteri, al tiempo que aumenta la correspondiente a agar y a
almidén de floridéas. Por lo tanto, establece que la biosintesis de estas moléculas
es competitiva, ya que todas ellas requieren de las mismas bases azucaradas,
identificando al nitrogeno el agente regulador.

Aunque en nuestros andlisis no contemplamos las fracciones de agar o
almidén de floridéas, nuestros resultados mostraron que a medida que la
intensidad de luz era mayor, una menor concentracién de nutrientes afectaba
negativamente (hasta un 30%) a la acumulacion de floridosido (resultados no
mostrados), resaltando esta necesidad del nitrégeno para mantener el buen
funcionamiento del aparato fotosintético. En este sentido, y aunque la fiabilidad
estadistica de este resultado no era toda la esperada (de ahi que no hayan sido
mostrados), nuestros resultados estin en la linea expuesta por los autores

anteriormente citados.
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Por lo tanto, y dado que el comportamiento del floridésido en estos
experimentos parece mas de ajuste osmotico que de metabolismo, y que su
interaccion con el glicerol exégeno se relaciona de alguna manera con cambios
en la concentraciéon idnica, a partir de un nuevo experimento se tratd de
discriminar aquella variable a la cual el floridésido respondiera de una manera
mas critica: la concentracion de glicerol, la presion osmética, o la concentracién

idnica.

La regulacion osmética de las algas esta regulada mediante la biosintesis
fotosintética, y la degradacion por via respiratoria o de cualquier otro tipo, del
floridésido. En esta regulacion también participan ciertos iones presentes en el
agua de mar, asumiendo un papel mas rapido en el ajuste que desembocaria en
otro, mas lento, dependiente de los solutos compatibles. Kauss (1968, 1969)
estudio la biosintesis de floridésido en la Rhodophyta Porphyra perforata, y
mostré que su comportamiento estaba linealmente relacionado con la variacién
en la salinidad en el medio. Estos resultados enfatizaron la importancia de esta
molécula en el balance osmético de las macroalgas. Por otro lado, Reed y
colaboradores (1980) obtuvieron similares resultados para Porphyra perforata
en incubaciones de 24-48 h de duracién, destacando que la respuesta a estos

cambios era practicamente igual en condiciones de luz o de oscuridad.

Estos resultados coinciden con los obtenidos para G. doryphora (Tabla
16) en las incubaciones con diferentes concentraciones de glicerol a osmolalidad
constante, en condiciones de luz y oscuridad. Por lo tanto, en condiciones de
presidn osmética constante pero variables en cuanto a la concentracion idnica, el
floridésido mostraba un comportamiento lineal con pendiente negativa e
independiente de las condiciones de iluminacién. En esta ocasién, que las
diferencias debido a la ausencia / presencia de luz no sean tan apreciables en la
acumulacion del floridésido puede deberse a que: primero, el periodo de

incubacidn es 12 veces mas corto (2 horas vs. 24 horas), con lo cual la capacidad
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de respuesta del alga no es la misma; segundo, el anilisis anterior incluia 3
factores de variacién (luz, glicerol, y nutrientes), mientras que en esta ocasion
solo la luz y el glicerol fueron considerados en el ensayo y en unos niveles de
variaciéon muy diferentes; y tercero y quizas la mas importante, en condiciones
de oscuridad la biosintesis de estos solutos compatibles se realiza a partir de los
productos de reserva (Kirst, 1975,1980b; Belmans & Van Laere, 1987;
Ginzburg, 1987), aunque su movilizacién no es tan rapida como a partir de la
fotosintesis (Kirst, 1989). Con respecto a este ultimo punto, nuestros resultados
muestran este tipo de respuesta metabdlica diferencial, pues en el caso de
aquellas incubaciones iluminadas y para una concentracién de 0.3M de glicerol
(la més elevada ensayada segun el disefio de Box-Behnken), la concentracion de
floridésido apenas habia variado un 25%, mientras que para aquellas en
oscuridad la variacion observada era ya cercana al 50% respecto de la cantidad
inicial.

En esta misma linea, Reed y colaboradores (1980) aseguran que esta
disminucién en el contenido de floridésido en medios con salinidad cambiante
puede también deberse a un cambio en el balance metabélico entre la fotosintesis
y la respiracion, pues se han registrado disminuciones en la actividad
fotosintética por aumentos en la respiratoria para varios macro6fitos marinos en
condiciones de hiposalinidad (Munda & Kremer, 1977; Macler, 1988). Este tipo
de respuesta puede estar dirigido hacia la reduccién de la presion osmotica
intracelular con el fin de evitar la lisis de la célula si la salinidad (presion

osmotica) continta disminuyendo.

Sin embargo, cuando la concentracién iomica del medio se mantuvo
constante no se observaron variaciones en el contenido en floridésido (Tabla 17).
Este resultado nos induce a pensar que es la concentracién ionica el factor mas
determinante en el control de la concentracidn de floridésido, particularmente el
efecto del K* (la concentracién de K' ensayada en las incubaciones se

corresponde con la existente en el citosol, comprendida entre 80-200 mM), pues
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la respuesta del floriddsido es significativamente mayor para este i6n frente al
Na’. Nuestros resultados indican que esa adicion de K’, hasta concentracinoes no
restrictivas, reestablece los contenidos de floridosido hasta el nivel referenciado
para las muestras incubadas en agua de mar. Por lo tanto, es el in K™ el que
provoca el ajuste osmético y al cual responde el floridésido, y no al componente
osmotico de la salinidad. En este sentido, Shabala y colaboradores (2000)
identificaron en células de Vicia faba un cierto tipo de canales a nivel de
membrana y especificos para el K (canales KIR), con propiedades mecanico-

sensitivas que actilan como receptores primarios del estrés osmético.

Nuestros resultados contrastan con Reed y colaboradores (1980). Estos
autores afirman que no existe un mecanismo via la concentracién de iones
especificos que controle la respuesta del floridosido. No obstante, Reed y
colaboradores (1980), al estudiar el efecto de iones especificos por separado
(Na“, K*, Ca’"), simplemente modifican la concentracién del ion en cuestién
conservando el resto de las caracteristicas del medio de cultivo base (ASP 128,
agua de mar artificial). Es decir, que en el caso del K, varia su concentracion
pero conservan las concentraciones del resto de los iones (NaCl, CaCl,, etc.) del
agua de mar. Es por este motivo que la elevada concentracion de NaCl respecto
al del KCl (mas de 20 veces superior en el agua de mar) enmascara el posible rol
individual de cada ion.

El K™ es un macronutriente esencial para los vegetales marinos, y quizés
por ello, de los mas conocidos. Su participacion en la regulacion osmética ha
sido descrita por Mostaert y colaboradores (1996), cuando identifican al K’,
junto al Na" y el CI', como agentes reguladores a nivel de vacuola-citosol en el
balance osmoético del alga Rhodophyta Caloglossa leprieurii. El aumento en K,
detectado en la Chlorophyta Chlorococcum submarinum sometida a un aumento
significativo de la concentracién de NaCl, es paralelo al de prolina y glicerol,
mientras que en shock hipoosmoético, el glicerol es rapidamente eliminado sin

ocurrir lo mismo para el K™ (Blackwell & Gilmour, 1991). Asi mismo, el glicerol
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intracelular en Dunaliella bioculata responde positivamente a los cambios de
osmblalidad producidos por variacines en las concentraciones de NaCl, KCl, o
sacarosa (Ahmed & Zidan, 1987).

El potasio también est4 relacionado con procesos fisiolégicos como 1) la
liberacién de gametos. Asi, Pearson & Brawley (1998) describen.como la
presencia del ion tetraetilamonio, un agente bloqueador de los canales del K+,
afecta negativamente hasta en un 50% al efecto inductor de la luz sobre la
liberacion de gametos en la Phaeophyta Pelvetia compressa, y 1i) la fijacion del
nitrégeno en microalgas. Ping y colaboradores (1998) asocian una fuerte
inhibicién en la actividad fijadora del nitrégeno en cultivos de Anabaena
cylindrica en presencia de altas concentraciones de KCl (0.1-0.05M).

En la microalga verde Chlorococcum submarinum y a corto plazo, la
disminucion en la salinidad conlleva un aumento del 30% de la tasa respiratona
por una disminucion del 16% de la fotosintesis, pero este efecto desaparece al

cabo de las 2 horas (Blackwell & Gilmour, 1991).

El resultado mas interesante de estas experiencias sobre la entrada de
glicerol al medio intracelular es que, a bajas concentraciones de glicerol
extracelular (0-0.25M), la entrada al interior podria seguir un comportamiento
lineal segun un modelo de difusion simple, pero a medida que el medio se carga
en glicerol, existe un efecto de saturacion. Es decir, parece haber un
comportamiento bifasico en relacién al contenido de glicerol interno. En la
bibliografia consultada no se pudo encontrar ninguna referencia acerca de la
presencia de una transportador para el glicerol, pero nuestros resultados indican
que existe un control por parte del alga para la entrada de glicerol. El analisis
estadistico realizado, mostrdé ademas claramente que la relacién entre Ia
concentraéién de glicerol externo e interno estaba afectada por la luz,
identiﬁcéndose incluso una interaccidn entre la luz y la concentracién externa de

esta fuente de carbono.
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Con respecto a la concentracion de iones, de nuevo el glicerol presenta un
comportamiento caracteristico, pero exclusivamente en presencia de K™. A partir
de concentraciones exogenas entorno a 0.25M de glicerol, éste entra
abundantemente al interior, no ocurriendo asi a menores concentraciones. Es
decir, parece que el paso de glicerol al interior respondiera segin un modelo de

transporte bifasico relacionado con el K'.

Por lo tanto, hemos reconocido dos factores que estan relacionados con el
paso del glicerol al interior celular, no correspondiéndose esta observacion con
un modelo de difusién simple, si no que se propone un comportamiento bifasico
que responde a la concentracién externa de esta fuente de carbono. En caso de
existir un transportador y, dada la capacidad de ciertas algas para metabolizar el
glicerol, seria posible, mediante técnicas de genética molecular, transferirlo a
especies que pudieran aprovechar el potencial biotecnolégico del glicerol como

fuente de carbono.

La reestructuracién de los datos expuestos en la Tablas 16 y 17, nos
permite evaluar la respuesta de los osmolitos glicerol y floridésido en G.
doryphora de una forma mas completa, y para condiciones de salimidad y
concentracion ionica diferentes (Figura 23). Esta figura muestra que habiendo
una alta correlacion negativa entre la disminucién del floridésido y la entrada de
glicerol exdgeno, en ningiin momento se esta derivando este glicerol hacia la
biosintesis del heterosido (aun habiéndose descrito al glicerol como un precursor
de la biosintesis del floriddsido), si no que los cambios detectados en la
concentracion interna del heterésido se deben a la modificacion de las
condiciones salinas del medio, mientras que el glicerol debe ser
mayoritariamente respirado, de acuerdo con lo descrito en este laboratorio para
G. doryphora en similares condiciones de cultivo (Robaina e al., 1995). Por otro
lado, el floriddsido no responde al componente osmético de la salinidad, sino a

los cambios en las concentraciones idnicas del medio, preferentemente al K'
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frente al Na', siendo este ion la sefial que dispara la regulacion biosintética del
floridésido. Por ultimo, en el aparente comportamiento bifasico de la entrada de
glicerol al interior intervienen de manera contundente la luz (G. doryphora no es
capaz de crecer en condiciones de oscuridad en presencia de concentraciones de
hasta 0.3M de glicerol, mientras que si lo hace en luz; Robaina ez al., 1995), y el
K", pues la entrada masiva de glicerol detectada a partir de 0.3M de
concentracion externa no es registrada para concentraciones equivalentes de Na”
(incluso de ensayaron concentraciones de 180mM de Na“ con indénticos
resultados; resultados no mostrados). Esta adaptaciéon metabdlica parece estar
inducida tanto por las condiciones osméticas, como por la concentracion ionica,
la intensidad de luz, etc., y no solo por la presencia del K', pues Vona y
colaboradores  (1992) - no  detectaron  desajustes en el balance
fotosintesis/respiracion debidos a la presencia del ion K.

Por lo tanto, y solo para las condiciones anteriormente descritas (elevada
concentracion de glicerol exdgeno, luz, y medio enriquecido en K*), G.
doryphora es capaz de asimilar y metabolizar el glicerol como fuente de carbono
efectiva para su crecimiento y desarrollo, demostrandose que no basta con poner
una fuente de carbono en el medio para que el alga adquiera un comportamiento
mixotréfico, si no que deben controlarse las condiciones de cultivo para que se
mantengan unos niveles bajos y estables de floridésido (evitando la derivacion

del glicerol hacia este heterdsido), y se favorezca la respiracion del glicerol.
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Figura 23. Contemidos enddégenos de floridésido y glicerol (% respecto del valor
méaximo alcanzado en cada serie) en Grateloupia doryphora para diferentes
concentraciones de glicerol ex6geno (a) en agua de mar diluida para tratamientos de
luz y oscuridad (100% florid6sido=49.7 pmol g" peso seco; 100% glicerol=2388.2
umol g"' peso seco) y, (b) en medios de agua destilada conteniendo Na* o K* (140
mM) en luz (100% floridésido=47.2 umol g” peso seco; 100% glicerol=790.3 pumol

g peso seco).

Osmolalidad = 1 Osmol Kg ajustada con manitol; Luz = 90 pmol fotén m? s™; Tiempo de incubacién 2 horas.
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Acumulacion de acidos grasos

El nivel de grasa registrado en Grateloupia doryphora se encuentra en el rango
observado para la mayoria de las Rhodophyta de las costas atlanticas. Fleurence
y colaboradores (1994) registraron unos niveles de acidos grasos (FAs) para 4
especies de algas rojas de las costas de Bretafia de entre 0.1-1.4% del peso seco.
El contenido total en FAs en el alga roja G. doryphora se situd entorno al
1% del peso seco tanto para las muestras recogidas en la naturaleza, como tras el
periodo de aclimatacién. Este resultado es algo mayor que el obtenido por
Ivanova y colaboradores (1999), para esta misma especie, donde en un estudio
acerca del efecto del glicerol sobre el contenido en FAs obtubieron un contenido
de 0.6% en peso seco en la muestras control, y de 0.9% ftras 5 dias de
aclimataciéon en agua de mar enriquecida. Teniendo en cuenta que los
especimenes recolectados en ambos casos procedian de la misma poblacion, las
oscilaciones en el contenido total de FAs se deberan fundamentalmente a la
variaciéon en las condiciones ambientales. En este sentido, Roessler (1990)
explica que la amplitud observada entre las diferentes especies se debe a que las
adaptaciones a las condiciones ambientales son especificas, y no se puede
generalizar un Wnico tipo de respuesta. Varios autores también aseguran que
cambios en los principales factores ambientales como luz y temperatura afectan
de manera significativa al contenido de FAs en macroalgas (Pohl & Zurheid,
1979; Smith et al., 1982; Smith & Harwood, 1984a,b; Nyberg, 1985; Araki et
al., 1986a,b; Cohen et al., 1987, Pettit et al., 1989; Stefanov et al., 1994). Asi,
esto explicaria el 0.022% del peso seco registrado por Ramavat y colaboradores
(1997) en Grateloupia indica recogida en las costas de la India. Sin embargo,
Khotimchenko & Levchenko (1997) consideran que el contenido en FAs no se
ve afectado por el estado morfolégico o fisioldgico del alga a lo largo de su ciclo

de vida.
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El perfil de acidos grasos de G. doryphora se corresponde con el descrito
para la mayoria de las algas rojas (Khotimchenko & Vaskovsky, 1990;
Dembitsky et al., 1991; Khotimchenko & Levchenko, 1997). Se caracteriza por
una alta cantidad de 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (20 6 mas
atomos de carbono), principalmente araquidonico (AA, 20:4n6), y
eicosapentanoico (EPA, 20:5n3), suponiendo mas de un 30% del contenido total
de 4cidos grasos. Ambos se encuentran en proporcion muy similar, por lo que
segun la clasificacion establecida por Khotimchenko & Vaskovsky (1990), G.
doryphora se encontraria dentro del Grupo II. Este agrupamiento se establece en
funcion del ratio EPA/AA (EPA/AA>1, Grupo I; EPA/AA=I1, Grupo II
EPA/AA<1, Grupo III), aunque esta clasificacion no parece ser muy indicativa,
pues los mismos autores citan especies dentro del mismo género con ratios
diferentes. Tal es el caso de Grateloupia divaricata, y G. turuturu, la primera
perteneciendo al Grupo I1I, y la segunda al Grupo IL

El 4cido graso en mayor proporcion en G. doryphora es el palmitico
(16:0), representando por si solo mas del 30% del contemido total en FAs. Este
resultado coincide con la bibliografia consultada, pues el palmitico es el mas
abundante para la mayoria de las algas rojas, y casi siempre en porcentajes que
oscilan entre el 25-45% del total de acidos grasos (Dembitsky et al., 1991;
Fleurence et al., 1994). Al contrario que las plantas terrestres, las algas contienen
bajas cantidades de C18 (Harwood & Jones, 1989; Dawes er al., 1993;
Fleurence et al., 1994). Para G doryphora, cada uno de ellos apenas

representaba el 1% del contenido total en acidos grasos.

En G. doryphora, la proporcion de grasas saturadas y poliinsaturadas es
- aproximadamente la misma, suponiendo entre ambas cerca del 80% del total. Por
otro lado, el porcentaje de grasa monoinsaturada apenas supera el 5% (Figura
11). Floreto & Teshima (1998), en diferentes experimentos realizados con
Grateloupia sparsa endémica de Japdén, encuentran que la composicion

centesimal apenas cambia, con una proporcién de poliinsaturados y saturados
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también del 80% aproximadamente, pero en una proporcién 2:1. Esta
composicion contrasta con la citada para Grateloupia indica por Ramavat y
colaboradores (1997). Estos autores encontraron que hasta un 47% de la
composicion en grasas se debia a compuestos monoinsaturados. En este caso, los
datos recogidos para esta especie difieren mucho de los encontrados en nuestro
laboratorio, pues tampoco encuentran cantidades significativas de EPA, y apenas
un 1.4% de AA. En su caso, el FAs mas abundante fue el miristico 14:0,
representado mas de 20% del total. Estas diferencias, entre especies de diferentes
océanos, ya fueron puestas de manifiesto por Johns y colaboradores (1979),
cuando compararon la composicién de diez especies macroalgales originales de

Australia con ejemplares de latitudes septentrionales.

En el estudio preliminar acerca del efecto del tiempo de incubacién sobre
la acumulacién de acidos grasos, se observaron resultados variables para las
grasas estudiadas (Figura 12). De manera general, los niveles de palmitico se
vieron afectados significativamente en las primeras 14 h de incubacién, mientras
que en la proporcién de araquidénico y eicosapentanoico no se detectaron
diferencias hasta las 24 h. Estos resultados sugieren por lo tanto que el proceso
de elongacién e insaturacidn de los acidos grasos es un proceso lento, que se
realiza a partir de las grasas de menor peso molecular y saturadas. Varios autores
han observado este mismo comportamiento en experimentos de incubacién con
'“C-acetato, un reconocido precursor en la biosintesis de 4cidos grasos (Gurr,
1971; Harwood & Jones, 1989; Pettit & Harwood, 1989).

Los resultados acerca del efecto de las diferentes condiciones de cultivo,
sobre los niveles de cada uno de los &cidos grasos tras 24 h de incubacién, no
mostraron ninguna tendencia. Fue necesario el i)lanteamiento de un disefio
experimental mas completa como fue el de Box-Behnken. De esta manera, el
analisis de los resultados derivados de las incubaciones a 24 h segun el disefio
experimental de Box-Behnken, mostrd que las variables estudiadas causaban un

claro efecto sobre los niveles de acidos grasos (Tabla 21).
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La luz fue, estadisticamente, el factor mas determinante en la
acumulacién de acidos grasos. Destaca el hecho que para la mayoria de las
grasas estudiadas es el término no-lineal el mas determinante. Este resultado esta
en concordancia con Klyachko-Gurvich y colaboradores (1999), cuando afirman
que ¢l efecto de la luz sobre la desaturacién de los acidos grasos descrito en la
bibliografia es bastante contradictoria, asociando este fenérﬁeno a una relacion

no lineal entre la composicion en 4acidos grasos y la intensidad luminica, asi

como con el contenido en pigmentos fotosintéticos. Una posible justificacion a

este resultado viene dada probablemente porque la luz aumenta la tasa
biosintética de las enzimas implicadas en la elongacion y desaturacién de laé
grasas, y/o porque suministra los cofactores mecesarios para esas reacciones
(McKeon & Stumpf, 1982), causando por lo tanto, un efecto indirecto y
complejo. Por otro lado, Ben-Amotz & Avron (1983b) aseguraban que la
relacion entre los PUFAs y la intensidad de luz no se debia directamente al
proceso fotosintético, pero si con los cambios en ciertos componentes de los
pigmentos. En este sentido, Pettit & Harwood (1989) también observaron
cambios en aquellas fracciones lipidicas mas directamente relacionadas con el
cloroplasto cuando Chondrus crispus era incubada en luz respecto a las
incubaciones en oscuridad. Sin embargo, Dawes y colaboradores (1993),
trabajando sobre cuatro especies de Gracilaria no obtienen resultados
consistentes en cuanto a la acumulacién de acidos grasos cuando cambia la
intensidad de luz, pudiéndose asociar esta ausencia de respuesta a lo complejo de
las relaciones entre la luz y los pigmentos fotosintéticos (Pettit & Harwood,
1989).

Fijandonos en un analisis mas particular, Thompson y colaboradores
(1990) observaron en distintas especies de fitoplancton, que la intensidad de luz
afectaba a la acumulacion de 16:0, 16:1n7, 18:2n6, 18:1n9, 18:3n3, 18:4n3, y
20:5n3, tal y como en nuestro caso, exceptuando al a-linolénico (ALA, 18:3n3),
aunque los periodos de incubacién considerados por los autores eran muy

diferentes a los aqui ensayados. También Sukenik y colaboradores (1993)
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observaron que, en Nannochloropsis sp., el exceso de energia luminosa en
condiciones fotoinhibitorias, se almacena en forma de palmitico, y palmitoleico,
aumentando el ratio C16/C20, pero disminuyendo el C16/C18. Recientemente,
Floreto & Teshima (1998) observaron que para Grateloupia sparsa los niveles
de 18:1n7, 18:1n9, y 20:5n3 se veian afectados de manera independiente al resto
del perfil lipidico. En definitiva, no hay un efecto general de la intensidad de la
luz sobre la acumulacion de los diferentes acidos grasos. Nuestros resultados
(Tabla 22) también muestran como el efecto de la variable luz no es homogéneo
para todos los acidos grasos (los términos correspondientes a la luz tienen signo
diferente). Particularmente, el comportamiento del linoléico es opuesto al
araquidonico, pues la acumulacién de linoléico alcanza un maximo (relativo)
entorno a los 58 umol fotén m™ ™', mientras que el porcentaje de araquiddnico
tiene una correlacién positiva con la intensidad luminosa a partir de los 50 pmol
foton m? s (Figura 24). La estimacién realizada solo es valida para un entorno
del rango de luz ensayado.(30-90 umol fotén m™ s™ ), pues por fuera de éste, el
comportamiento puede verse alterado notablemente debido a efectos no
controlados (i.e. fotoinhibicion a intensidades de luz muy elevadas).

La gran parte de los estudios realizados por otros autores acerca del efecto
de la luz fueron realizados estableciendo incubaciones de diferente duracién, y
posteriormente estudiando como cambiaba la tasa de fijacion de una fuente
organica radioactiva ('*C-acetato, generalmente) en las diferentes grasas
estudiadas. Nuestros resultados no son directamente comparables a los
anteriormente expuestos, pues el analisis estadistico desarrollado (Tabla 21) esta
centrado en los resultados obtenidos tras 24 h de incubacién, es decir, en una
unica medida temporal. Aun asi, nuestro resultado estd de acuerdo con la
bibliografia consultada, al identificar a la luz como uno de los factores mas

determinantes en el metabolismo de las grasas.
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Figura 24. Estimaci6n para la acumulacion, en % del contenido total de acidos
grasos, de (A) 4cido linoléico y (B) de araquidénico en Grateloupia doryphora
segin la intensidad de luz (umol fotén m? s! ). El medio de cultivo se

corresponde con PES+0.1M glicerol.
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El efecto de los nutrientes sobre la composicion cualitativa y cuantitativa
del perfil lipidico estd ampliamente reconocida (Borowitzka, 1986;ARoessler,
1990; Radwan, 1991; Garcia-Sanchez et al., 1994; Reitan et al., 1994), aunque
no se esta de acuerdo con el efecto causado, pues los resultados no son
homogéneos entre las diferentes especies estudiadas. Ben-Amotz vy
colaboradores (1985) registraron un aumento en la acumulacion relativa de EPA
bajo condiciones minimas de nutrientes para Botryococus braunii 'y dos especies
de Dunaliella, al igual que Chu y colaboradores (1996) para Nitzschia
inconspicua, mientras que Piorreck y colaboradores (1984), y Yongmanitchai &
Ward (1991), obtuvieron resultados opuestos para Scenedesmus y Chlorella, y
Phaeodactylum tricornutum respectivamente. Estudios sobre el efecto de los
nutrientes son muy escasos en macroalgas, Unicamente Pohl & Zurheide (1979),
registraron una correlacion positiva entre los niveles de saturacion de los C20 en
Gracilaria verrucosa y la concentraciéon de nitrato, al igual que Dawes y
colaboradores (1993), para Gracilaria tikvahiae y el acido araquidénico. En
nuestro caso, el perfil lipidico de G. doryphora también estd marcado por el
efecto de los nutrientes como lo demuestra muestra el analisis ANOVA (Tabla
21). Ademas, este efecto también va a estar influenciado por la intensidad de luz.
Asi, para el caso particular del acido araquidémico, en condiciones de baja
luminosidad la corcentraciéon de nutrientes favorece la acumulacion de esta
grasa poliinsaturada, pero a medida que la intensidad luminica se incrementa el
efecto se invierte (Figura 15). Un efecto similar se obtiene para el caso de la
proporcion entre las grasas poliinsaturadas y las saturadas (PUFAs/SFAs). La
pendiente de la superficie de respuesta es positiva a medida que aumenta la

concentraciéon de nutrientes y a intensidades de luz moderadamente bajas (30

2 -1

umol fotén m? s7), mientras que, a partir de los 60 umol fotén m? s
aproximadamente, la acumulacion preferente de grasa saturada se ve favorecida
(Figura 20A). Por lo tanto, para G. doryphora en las condiciones de incubacion
descritas podemos generalizar que la presencia de nutrientes favorece la

acumulaciéon de los PUFAs en condiciones de intensidad de luz bajas. Esta
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afirmacion esta de acuerdo con Orcutt & Patterson (1974), cuando afirman que
el estrés causado por la falta de nitratos en cultivos de Nitzschia closterium
favorece la acumulaciéon de PUFAs cuando se dan condiciones - de baja
intensidad luminosa, aunque otros autores han llegado a la conclusion opuesta
(Opute, 1974; Mortensen et al., 1988). Pero de lo que no hay duda es que el uso
de diferentes intensidades de luz puede utilizarse para manipular el efecto de los
nutrientes y asi variar la composicion del perfil lipidico (Thompson ez al., 1990,
Chen & Johns, 1991). |

Sorprendentemente, el glicerol como fuente de carbono organico no
parece ser muy determinante sobre la biosintesis y acumulacién de los acidos
grasos en G. doryphora (Tabla 21). La gran parte de los trabajos relacionados
con el uso de fuentes de carbono orgamico en cultivos de algas destinadas a la
produccion de PUFAs estan realizados sobre especies microalgales en
condiciones heterotréficas (Barclay et al., 1994; Chen, 1996), siendo la glucosa
la fuente mas extensamente probada (Wright et al., 1980; Chen & Johns, 1991;
Tan & Johns, 1991). Recientemente se han comenzado a utilizar otras fuentes
alternativas, fundamentalmente el acetato y el glicerol (Vazhappilly & Chen,
1998; Chu et al., 1996; Ivanova et al., 1999; Wood et al., 1999). El acetato habia
ya sido utilizado en estudios sobre la biosintesis de las distintas clases lipidicas,
pero marcado radioactivamente para experimentos de pulso y caza, y no como
fuente de carbono alternativa (Gurr, 1971; Harwood & Jones, 1989; Honya et
al., 1992). El efecto de estas fuentes de carbono no parece estar del todo claro en
la bibliografia consultada, ya que los efectos detectados son o poco
reproducibles (Wood e? al., 1999), o simplemente no se detectdé ningun efecto
(Ivanova et al., 1999).

En nuestro caso, el glicerol interactia junto con los nutrientes de manera
significativa en el caso del palmitoléico (16:1n7), del 18:1n7, y del linoléico
(18:2n6), siendo el tipo de respuesta obtenida para los dos ®-7 muy similar y
opuesta para la del ultimo (Figuras 13 y 14). La sintesis de 4cidos grasos es

cloroplastica, y la adicion del glicerol interfiere significativamente con la
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actividad de este organulo, como indica el hecho de que la actividad fotosintética
disminuye, 0 su deteriorizacién (Lewitus et al, 1991ab). De ahi que la
condicidén mixotrofica tenga un limite al menos en lo que a acidos grasos se
refiere.

La importancia real de nuestros resultados no esta en el efecto aislado de

las variables estudiadas, pues el control fisiologico del alga consiste en la

manipulacion de las condiciones de cultivo para poder dirigir, en cierta manera,”

el metabolismo biosintético. Esta idea puede tener una aplicabilidad muy
importante si tenemos en consideracion el resultado obtenido en la Figura 17.
Este analisis cluster nos ha permitido agrupar los diferentes 4cidos grasos por
categorias bien establecidas. Claramente se observan tres grupos bien
establecidos. En el Grupo A se encuentran el EPA, el AA, que estan reconocidos
como productos finales en la cadena de sintesis de acidos grasos de la mayoria
de especies vegetales (Khotimchenko et al., 1991; Nichols & Appleby, 1969;
Certik & Shimizu, 1999; Wolff et al., 1999), es decir, que a partir de estos dos
aceites no se sintetiza ningun otro. De esta manera, suponemos que el miristico y
el palmitico deben también ser productos que estén situados en el extremo de la
cadena biosintética (se acumulan) aunque en este caso si sirven de eslabén hacia
la biosintesis de otro acido graso. En este sentido, Schneider & Roessler (1994)
afirman que los primeros productos de la biosintesis cloroplasmatica de acidos
grasos son el miristico y el palmitico, y Kayama y colaboradores (1986)
estudiando la biosintesis de acidos grasos en Porphyra obtuvieron que la
elongacion y las insaturaciones ocurren a partir de estos dos 4cidos grasos.

En el otro extremo de la grafica se agrupan el estearico, el linoléico, y el
oléico. Estos tres compuestos han sido agrupados como Precursores. Los
resultados de Okumura y colaboradores (1986), sobre el incremento significativo
de la produccién de PUFAs, especialmente EPA y araquidénico, cuando afiadian
oléico, linoléico, o linolénico al medio de cultivo de Euglena gracilis, estan de

acuerdo con este resultado. Asimismo, Gurr (1971) asegura que los C18

Fernando Marian de Diego

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



156 DISCUSION

poliinsaturados se realizan a partir de desaturaciones secuenciales del acido
oléico.

Finalmente, aquellos acidos grasos comprendidos entre los Grupos A
(Prod. Finales) y B (Precursores), han sido clasificados como Intermediarios,
pues son los eslabones necesarios para, a partir de los precursores, sintetizar los
productos finales. Estos acidos grasos apemas se acumulan en G. doryphora,
representando por término medio un 0.95% del contenido total de acidos grasos.
Los esquemas biosintéticos considerados para Porphyra (Kayama et al., 1986),
Gracilaria (Khotimchenko e? al., 1991) y, microorganismos en general (Certik
& Shimizu, 1999), estan de acuerdo con nuestro resultado. Aun asi, se debe tener
en cuenta que las algas tienen patrones de acidos grasos exclusivos, incluso
detectandose diferencias a nivel de especies (Pohl & Zurheide, 1979), debidas
fundamentalmente a las particularidades metabélicas de cada una (Harwood &

Jones, 1989).

El disefio experimental de Box-Behnken y, su posterior analisis, se han
mostrado efectivos a la hora de evaluar el efecto de una serie de variables que
afectan al flujo del carbono en la Rhodophyta Grateloupia doryphora. Los
diferentes modelos obtenidos, asi como la significancia estadistica de los
factores sobre las variables estudiadas: glicerol intracelular, floridésido, azucares
de bajo peso molecular, y 15 tipos de acidos grasos, nos permiten aproximarnos
de manera estimativa y cualitativa a un modelo general del flujo del carbono
cuando el glicerol se dispone como fuente organica de carbono en condiciones
mixotréﬁcas.(Figura 25, en esta discusion). El glicerol penetra al interior celular,
siendo respirado, fosforilado, o simplemente acumulado y, causando de esta
manera una serie de cambios en el metabolismo celular. Estos cambios ya se
"detectan en las primeras horas, pues cambia tanto la concentracion interna de
glicerol, como la de floridésido (este Gltimo debido a un efecto osmotico). Tras
24 h en presencia de glicerol, el efecto osmético sobre el floridésido se sigue

haciendo notar, interviniendo la luz en esta respuesta. La biosintesis de acidos
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grasos también se ve afectada por las condiciones de cultivo, pudiéndose
manipular para optimizar la acumulacién de un 4cido graso en particular. En este
sentido, establecer durante un periodo de tiempo superior a las 24 h aquellas
condiciones que favorezcan la acumulacién de los “Acidos Grasos Precursores”
(i.e. 50 pumol fotén m? s en medio PES85+0.15M glicerol), puede optimizar la
acumulacion de é4cidos grasos con interés bio-econémico como el EPA, o el
araquiddnico, si mas tarde se orientan las condiciones de cultivo en este sentido

(i.e. 30 pmol fotén m? s en medio PES doble+0.05M glicerol).
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Figura 25. Esquema propuesto sobre el efecto e interacciones del glicerol en
diferentes fracciones de carbono organico (glicerol, floridésido, azicares de bajo

peso molecular, y acidos grasos) para G. doryphora.
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Poliaminas en macrofitos marinos

La presencia de tejidos bien diferenciados en la fanerogama marina Cymodocea
nodosa, nos permitié realizar un estudio mas exhaustivo de la acumulacion de
poliaminas en esta especie. Su condicion de planta superior hace de este estudio
también interesante, ya que no existen referencias sobre la presencia de
poliaminas en fanerégamas marinas. Los valores detectados para C. nodosa se
encuentran entre aquellos citados para algunas plantas terrestres (Tabla 28, en
esta Discusion; Egea-Cortines et al., 1993; Gallardo et al., 1994; Rey et al.,
1994: Pedroso et al., 1997). Las mayores cantidades de poliaminas, tanto libres
como conjugadas, se encontraron en las zonas apicales del rizoma, donde se
espera la mayor actividad de crecimiento para C. nodosa. En el meristemo apical
aparecen células en constante divisiéon y diferenciacion. De todos los tejidos
estudiados aqui, las raices mostraron los niveles endogenos de poliaminas mas
bajos, estando este resultado de acuerdo Larkum y colaboradores (1989), los
cuales trabajando con fanerégamas marinas australianas, relacionan este evento
con el menor potencial de crecimiento que poseen las raices. Esta acumulacion
diferencial de las poliaminas segun los diferentes tejidos, 6rganos o especies en
particular ha sido constatada por varios autores, estando siempre correlacionada
con la actividad de crecimiento y desarrollo celular de los diferentes organos
(Slocumn ef al., 1984; Torrigiani & Scoccianti, 1995). Si bien no se encontro
ningun estudio especifico sobre esta acumulacion diferencial para los diferentes
tejidos maduros de especies vegetales, pues la mayoria de estos estudios se
realizaron sobre explantos, callos, y brotes inmaduros en cultivos in vitro. Asi,
Gallardo y colaboradores (1994), observan que a lo largo del eje embriogenico
de Cicer arietinum, la mayor acumulacién de poliaminas se da en la zona del
hipocotiledén (apice plumular), mientras que los niveles mas bajos se encuentran

en el apice radicular.
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Los niveles endégenos absolutos de una poliamina para una planta en
particular dan poca informacién acerca de su papel fisiolégico, pues el rango en
los niveles citados en la bibliografia es muy amplio (Velikova et al., 1998).
Algunos autores se basan en el estudio de las proporciones entre las poliaminas
para comprender su papel en el desarrollo de los tejidos vegetales (Rey et al.,
1994; Bajaj & Rajam, 1995; Hongliang et al., 1995; Krebsky et al., 1999;
Kakkar et al., 2000). Si consideramos las proporciones PUT/SPD, y PUT/SPM
entre los diferentes tejidos estudiados, €stos permanecen estables tanto para la
fraccién libre como para la conjugada, con la excepcion de la proporcion
PUT/SPM correspondiente a la fraccion libre para las hojas, en cuyo caso se
tn’pliéa como consecuencia de la disminucién de los niveles de espermina. La
espermina se ha identificado como un factor anti-envejecimiento (Galston et al.,
1997), por lo tanto, esta acumulacion de putrescina con respecto espermina
puede ser el factor que promueva el envejecimiento de la hoja. Anteriormente,
Rey y colaboradores (1994), asociaron esta acumulacién preferente como un
bioindicador de envejecimiento celular. Este resultado podria ser de gran
importancia en la interpretacion de los eventos de la biologia de esta especie. La
hoja de C. nodosa es un 6rgano muy dindmico en el que se producen a lo largo
del afio una renovacioén continua del nimero de haces que lo forman, lo que es
debido en algunas fases, a la pérdida por ablacion de la hoja a la altura de la
conexidn en la vaina que lo constituye en el extremo proximal. El hecho de que
las poliaminas estén implicadas en este fendmeno podria derivar en posteriores
relaciones con sistemas de control del crecimiento y desarrollo, o de estrés, en

los que estas estan implicadas.

Para el caso de las fracciones conjugadas, su interpretacion es mas
complicada, pues solo hace unos afios que se ha comenzado a comprender su
funcion en el interior celular (Chibi ez al., 1993; Kaur-Sawhney & Applewhite,
1993; Escribano et al., 1996; Tassoni et al., 1996, 1998; Scoccianti et al., 2000).

Las primeras hipodtesis acerca de su rol fisiologio giran entorno a que pueden
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162 DISCUSION

representar una forma de reserva de poliaminas, desde las que se liberan las
libres (Martin-Tanguy, 1997), incluso se cree que el control de los miveles
endogenos se realiza a través del equilibrio conjugadas/libres, en Vez de a través
de su sintesis/degradacion (Pandey et al., 2000). El porcentaje que representa
esta fraccién respecto el total de poliaminas es muy elevado, confirmando los
resultados de Galston & Kaur-Sawhney (1995), en el sentido de que esta
fraccion representa mas del 90% del total de poliaminas.

El experimento sobre el efecto de las incubaciones con poliaminas
exOgenas, parece evidenciar una entrada de éstas al interior celular desde el
medio de cultivo, pues se detecta una alteracién en muchas de las fracciones
analizadas (Tabla 27).

Hay numerosos estudios que avalan esta hipdtesis sobre le efecto
fisiolégico de las poliaminas exdgenas en su estado libre. Kaur-Sawhney y
colaboradores (1988) detectan un aumento significativo en la generacion de
brotes florales en Nicotiana tabacum cuando se afiade espermidina exdgena al
medio de cultivo. Recientemente, Bernet y colaboradores (1998) comprobaron
que la putrescina exdgena estaba siendo transportada al interior celular en
cultivos in vitro de Zea mays. En un estudio sobre el efecto de la putrescina
exdgena sobre el crecimiento de callos, estos autores comprobaron que al tiempo
que aumentaba el contenido endogeno en esta poliamina, durante el crecimiento
de los callos, se detectaba una reduccién del 70% del total dispuesto en el medio
de cultivo. Sin embargo, no detectaron efecto alguno sobre el crecimiento.

Kakkar y colaboradores (1998), por su parte, asemejan el transporte
celular de poliaminas al de compuestos nitrogenados como los aminoacidos.
Estos autores hacen una revisién acerca del transporte de poliaminas al interior
celular, en varias especies vegetales (incluyendo las algas) y, concluyen que
éstas penetran al interior celular de manera répida segin un comportamiento
lineal y con constantes de saturacién muy especificas. Nuestros experimentos de
dipping para C. nodosa mostraron que cuando estuvo presente'cualesquiera de

las poliaminas de forma exdgena, los niveles enddgenos de cada una de las
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poliaminas libres aumentaron significativamente tras solo 1 hora en incubacion.
Independientemente de la poliamina aplicada al cultivo, tanto la putrescina,
como la espermidina, y la espermina se acumularon de forma significativa. En
este sentido, Bajaj & Rajam (1995) detectaron cambios en los niveles de
espermidina y putrescina de Oryza sativa cuando incubaron callos en presencia
de espermidina libre. Sin embargo, Bernet y colaboradores (1998) no registraron
cambios significativos en los niveles endégenos de espermina y espermidina en
cultivos de Zea mays cuando se incubd con putrescina exdgena. Los resultados
de estos trabajos nos inducen a pensar que, en cultivos que contengan poliaminas
exogenas, puede haber una activacién o desactivacion de las rutas metabolicas
de las poliarﬁinas, pero este punto parece necesitar investigaciones mas precisas.
Los niveles endégenos para las poliaminas conjugadas no cambian
significativamente cuando se incub6é con espermidina. Sin embargo si se
detectaron diferencias para la fraccion libre (Tabla 27), anulando la posibilidad
de que esta poliamina se mostrara inefectiva. Aunque la sintesis de las fracciones
conjugadas a partir de las libres no parece ain clara (Chibi et al., 1994), solo las
incubaciones con espermina exogena causaron aumentos significativos en las
tres poliaminas conjugadas, mientras que la incubacién con putrescina solo
afectd a la fraccién putrescina-conjugada. Estos resultados parecen indicar que
es la espermina la molécula determinante en la regulaciéon de los niveles de
poliaminas conjugadas en el interior celular, pues un aumento en el poo! celular
de esta poliamina provoca cambios en las otras dos (putrescina y espermidina).
Mas adelante se debera estudiar si es la espermina la responsable en el control

. . A . .
enzimatico de la sintesis de poliaminas.

Como conclusién, se puede resumir que en la fanerégama marina C.
nodosa existe una distribucién diferencial de poliaminas endégenas entre los
diferentes tejidos estudiados, existiendo la mayor concentracion en el tejido

meristematico del rizoma, que es donde hay una mayor actividad celular.
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Ademas, se ha relacionado el proceso de envejecimiento y ablacién de las hojas
con una disminucién de espermina, un agente antisenescente.

La adicién de poliaminas causaron efecto rapidamente sobre los niveles
enddgenos, evidenciando que estas plantas responden a tratamientos con
reguladores de crecimiento. Estos resultados deben tratarse con cautela, pues la
respuesta de las plantas a los experimentos sobre regeneracion, crecimiento, y
desarrollo es muy heterogénea debido a la cantidad de estimulos internos y
externos que controlan estas respuestas, tales como la luz, la temperatura,
hormonas, etc (Bernet et al, 1999). Ademas la posibilidad de establecer
correlaciones entre las fracciones libres y conjugadas exije estudios de genética
molecular (Pandey et al., 2000), que no se llevaron a cabo en este estudio por
estar fuera de los objetivos marcados inicialmente.

Los resultados de la Tabla 23 muestran la presencia de putrescina,
espermidina y espermina en las macroalgas marinas estudiadas. La existencia de
estos compuestos estd bien documentada tanto en micro como en macroalgas,
por tanto, estos resultadosl pueden afiadirse a estudios previos sobre la presencia
de poliaminas en especies de vegetales marinos. Hamana & Matsuzaki (1982,
1985), y Hamana y colaboradores (1983, 1990), describieron la presencia y
distribucién de poliaminas en cianobacterias, y en varias especies de algas rojas,
tanto micro (Porphyridium cruentum, Cyanidium caldarium) como macroalgales
(Porphyra tenera). Badirﬁ y colaboradores (1994), describieron las oscilaciones
estacionales en los niveles enddgenos de poliaminas para la Chlorophyta Ulva
rigida. Domemann y colaboradores (1996), relacionaron los niveles de
poliaminas con el desarrollo del cloroplasto en la microalga verde Scenedesmus
obliquus. Por otro lado, Lee (1998), y Lee & Chen (1998), estudiaron la relacién
entre los niveles endégenos de poliaminas con cambios en las condiciones de
salinidad para varias especies de macroalgas verdes. En todos ellos, las
concentraciones citadas se encuentran en el rango cominmente aceptado para
poliaminas en plantas superiores (Kaur-Sawhney et al., 1982; Harkess et al.,

1992; Biondi et al., 1993; Hongliang et al., 1995; Tassoni et al., 2000). El patron
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de distribucién de las poliaminas entre las diferentes especies muestreadas
difiere muchisimo no solo en las cantidades totales de putrescina, espermidina y
espermina, sino también, en las fracciones libre e insoluble-conjugada. En este
sentido, Lee (1998) llegd a la misma conclusion tras analizar 7 especies de
macroalgas verdes, incluyendo 3 del mismo género. Esta observacion es también
vélida para las plantas terrestres, donde el rango puede oscilar en varios cientos
de nanomoles (Tabla 28; Galston & Kaur-Sawhney, 1990). Respecto a la
proporcion entre la fraccion libre y la conjugada, nuestros resultados concuerdan
con Galston & Kaur-Sawhney (1995), cuando afirman que la fraccién conjugada
puede representar un 90% de las poliaminas totales. Atn asi y en condiciones
naturales, la  distribucién  cuantitativa fue bastante  homogénea
independientemente de la especie vegetal y de la fraccion analizada, siendo la
putrescina la mas abundante, seguida de lejos por la espermidina y la espermina
en cantidades similares. Esta distribucién ha sido descrita por varios autores
(Tabla 28; Lee & Chu, 1992; Altman & Levin, 1993; Bajaj & Rajam, 1995;
Torrigiani & Scoccianti, 1995; Aldesuquy ef al., 2000; Scoccianti et al., 2000),
aunque bajo ciertas condiciones experimentales (ensayos hormonales, efecto de
factores fisicos, etc.), o estadios de crecimiento, este patron puede verse alterado
(Predien et al., 1993; Scaramagli ez al., 1995; Pedroso et al., 1997; Hennion &
Martin-Tanguy, 2000). El por qué unas especies acumulan preferentemente una
poliamina con respecto a las demas, o por qué la cantidad de poliaminas en sus
diferentes estados, libre o conjugado, varia tanto de una especie a otra, sigue ain
sin comprenderse (Applewhite et al., 2000), pero si esta reconocido que estas
variaciones se deben fundamentalmente a que la acumulacién de poliaminas es
sensible a las condiciones fisico-quimicas del medio, aunque no queda claro si la
variacién en los niveles endégénos de poliaminas es por efecto de la adaptacién

fisiologica, o si son las poliaminas las responsables de esa adaptacion.
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Tabla 28. Valores de poliaminas (nmoles poliaminas g’ peso fresco) referenciados en la bibliografia.

Autor

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Lee, 1998
Lee, 1998
Lee, 1998
Lee, 1998
Lee, 1998

Gallardo er al.,
1994

Sung et al., 1994
Tassoni et al,
2000
Faivre-Rampant
etal., 2000
Scoccianti ef al.,
2000

Pedroso et al.,
1997

Rey et al., 1994

Especie

Dictyota dichotoma
Gelidium canariensis
Grateloupia doryphora
Cymodocea nodosa
Ulva reticulata

Ulva lactuta

Ulva fasciata
Chaetomorpha crassa
Valoniopsis
pachynema

Cicer arietinum

Oryza sativa
Arabidopsis thaliana

Nicotiana tabacum
Solanum melongena
Camellia japonica

Corylus avellana

Putrescina Espermidina Espermina

Libre Insoluble- Libre Insoluble- Libre Insoluble-conjugada
conjugada conjugada

920 19x10° 2.3 50 1.1 20

1500 23x10° 3 28 9 29

700 30 x10° 5 30 3 30

1500-200 7500-600 20-2 4-0.5 10-1 9-1

200-40 1 25-5 2-1.5 3 0.2-0.05

200-40 1 15-10 3-0.5 4-2 0.4-0.2

50-5 1 5 0.5 1 0.2

75-20 4-2 10-2.5 0.3 6 0.4-0.2

100-0 4-0.5 30-0.1 1.5-0.5 1 0.2-0.1

220-80 13-8 190 16 60-40 3.5

5000-1000 - 1200-200 - 150-50 -—

100 50 800 150 300 -

250 900 50 150 30 100

800 200 200 -—- 25 ---

250 80 50 10 25 -

200 50 600 100 500 400
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La interacciéon metabolica existente entre el glicerol y las poliaminas
(como reguladores del crecimiento) no es del todo conocida. Si se han registrado
cambios en la fisiologia del crecimiento y en el metabolismo vegetal cuando se
aporta una fuente exégena de carbono al cultivo (Antia, 1980). En particular,
Robaina y colaboradores (1995), y Garcia-Jiménez y colaboradores (1996),
observaron que las células de G. doryphora metabolizan el glicerol cuando este
se dispone como fuente organica de carbono en cultivos axénicos, aumentando la
tasa respiratoria y la actividad biosintética. Por otro lado, en cultivos in vitro de
esporas de G. doryphora en medios con glicerol, la adicién de poliaminas
provoco que se potenciaran los efectos del glicerol, aumentando el crecimiento
de la masa celular y la morfogénesis (Garcia-Jiménez er al., 1998). Nuestros
resultados muestran que, tal y como describié anteriormente Garcia-Jiménez y
colaboradores (1996), 1a adicién de glicerol transformé en 7 dias a las esporas de
G. doryphora cultivadas en medio con glicerol en masas celulares morfogénicas
(Figuras 21A,B). Al mismo tiempo, se detecté un aumento significativo en la
acumulacién de poliaminas en esporas cultivadas en glicerol (Tabla 24),
sugin'endb que los eventos dirigidos al crecimiento y desarrollo de las esporas
pueden estar relacionados con una acumulacién significativa de poliaminas tanto
libres como en su estado conjugado. Esta acumulacién se debera a un aporte
extra de carbono y energia proporcionada en condiciones mixotroficas, es decir,
que el glicerol podria ser el agente responsable de desencadenar el crecimiento
registrado en las esporas cultivadas en PES+glicerol a través de la sintesis de
poliaminas. Nuestros resultados estan de acuerdo con aquellos de Hamana vy
colaboradores (1990), para la Rhodophyta unicelular Cyanidium caldarium,
cuando analizan el contenido enddgeno de poliaminas en diferentes condiciones
de cultivo. En condiciones mixotréficas con glucosa como fuente organica de
carbono, la acumulacién de poliaminas fue sensiblemente superior con respecto
a aquellas condiciones totalmente autétrofas, detectandose paralelamente un
aumento de la productividad del cultivo. Sin embargo, los autores no dan mucha

relevancia a este resultado.
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Los niveles de poliaminas, tanto libres como conjugadas, en esporas en
divisién representan aproximadamente el doble con respecto a los presentes en
talos maduros (Tabla 24). Este resultado sugiere una vez mas un papel
regulatorio de las poliaminas en la division celular de acuerdo con lo también
descrito por Kaur-Sawhney & Applewhite (1993). Estos autores establecen que
elevadas concentraciones de putrescina ligada a sustancias de caracter proteico
estan relacionadas con procesos de division celular. Esta conexion entre la
divisién celular y la acumulacién de poliaminas fue descrita por Cohen y
colaboradores (1984), para cultivos de Chlorella vulgaris. Esto autores asocian
una acumulacién de poliaminas (putrescina y espermidina especialmente) previa
replicacién del ADN, y posterior aumento de la division celular. Altman &
Levin (1993) identifican un aumento en los niveles de putrescina previa a la fase
exponencial de crecimiento de células del tabaco. Posteriormente, Galston &
Kaur-Sawhney (1995), afirmaron que c€lulas en proceso de division contienen
niveles mas altos de poliaminas (libres) que aquellas inactivas. Esta hipotesis,
sobre el efecto regulatorio de las poliaminas en la divisién celular, fue asumida
por primera vez por Slocum y colaboradores (1984), que determma que de
manera general, los niveles de poliaminas son mas elevados en tejidos jovenes
en desarrollo que en maduros.

La putrescina es el precursor obligado tanto en la biosintesis de la
espermidina como de la espermina (Slocum ez al., 1984; Kao, 1997), por lo
tanto, los cambios en los niveles de estas dos ltimas deben reflejarse de alguna
manera en la putrescina. Lo anteriormente expuesto hace suponer que el efecto
de las poliaminas no solo se debe a su concentracién absoluta en el interior
celular, sino también a la proporcién existente entre ellas. La Figura 22 muestra
como cambian esas proporciones en G. doryphora cuando se cultiva en medio
PES+glicerol. Se detecté un aumento en los ratios PUT/SPD (un 11 y un 46%
respectivamente para la fraccion libre y conjugada) y PUT/SPM (un 30 y un
22% respectivamente), respecto el tejido control. La importancia de estas

proporciones ha sido previamente constatada para plantas superiores. Bajaj &
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Rajam (1995), concluyen que el potencial de regeneraciéon de callos de Oryza
sativa va a depender del ratio PUT/SPD, al igual que la tasa de crecimiento en
embriones de Vitis vinifera (Faure et al., 1991). La tendencia de estos ratios no
se puede extrapolar de una especie a otra, ni siquiera dentro de una misma
especie, de un tejido otro. Gallardo y colaboradores (1994), observan como los
cambios registrados en el ratio PUT/SPD varian de un tejido a otro en Cicer
arietinum. Asi, los resultados de Rey y colaboradores (1994), contrastan con los
nuestros, al asociar un mayor ratio PUT/SPD y PUT/SPM con el inicio de la fase
de inactividad propia de los tejidos vegetativos en arboles caducos, registrando
un nuevo aumento al micio de la etapa de floracion.

Quizas, el resultado mas destacado es que no cabe duda que el balance
entre las diferentes poliaminas forma parte del sistema encargado de controlar el
proceso de desarrollo celular en vegetales, y que pueden usar una fuente externa
de carbono organico como el glicerol, para alterar su patréon de desarrollo y
crecimiento y adaptarlo a las nuevas condiciones ambientales. En este sentido, la
Figura 21C,D, y la Tabla 25, muestran como inhibiendo la sintesis de poliaminas
se inhiben al mismo tiempo los efectos que el glicerol tiene sobre el crecimiento

y desarrollo celular.

Seglin Galston y colaboradores (1997), las poliaminas son sintetizadas a
partir de la putrescina, que se forma por la descarboxilacion de la arginina o de
la ornitina a través de la arginina descarboxilasa (ADC), o de la omitina
descarboxilasa (ODC). Aunque puede darse el caso de que ambas rutas subsistan
en un mismo organismo, la proporcion ADC:0ODC varia considerablemente de
una especie a otra, y diferentes factores fisicos, quimicos y biolégicos afectan y
regulan la actividad de una y otra. De manera general, una ruta biosintética
predomina sobre la otra (Pegg, 1986; Marton & Pegg, 1995; Kumar et al., 1997;
Andersen et al., 1998). El reciente uso de inhibidores permanentes para las dos
enzimas responsables de esta biosintesis, DFMA y DFMO respectivamente, ha

permitido reconocer funciones diferentes en las poliaminas segin la ruta de la
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cual provengan (Tiburcio et al., 1993; Hausman e? al., 1994; Bemnet €7 al., 1998).
Su actividad enzimatica esta incluso controlada por factores diferentes (Voigt et
al., 2000). La actividad de la ODC esta asociada a células en division de tejidos
inmaduros, mientras que la ruta de la ADC se ha identificado fundamentalmente
en células que no presentan division activa y estan bajo diferentes condiciones
de estrés (Ruiz et al., 2000). La adicién de DFMO a ambas concentraciones,
inhibe el crecimiento y la morfogénesis promovida por el glicerol, mientras que
no se observo efecto alguno cuando el DFMO fue afiadido a cultivos sin glicerol,
como se muestra en la Tabla 25 y Figuras 21C,D. Este resultado sugiere
indirectamente, que parte del glicerol asimilado por G. doryphora es dirigido a la
biosintesis de poliaminas a través de la ruta de la omitina, ruta biosintética activa
fundamentalmente en procesos de divisiéon celular (Flores y Galston, 1984;
Tiburcio et al., 1988). Cohen y colaboradores (1984), y Villanueva y
colaboradores (1980) también relacionan el aumento en putrescina en células de
Chorella y Euglena a partir de la ornitina. Villanueva y colaboradores (1980)
detectaron para Euglena gracilis la mayor acumulacion de radioactividad en la
fraccién de putrescina cuando las células se cultivaron con ornitina radioactiva
(48% de la radioactividad total), seguida por arginina (2.4%). Los résultados en
Tabla 25 muestran que el glicerol no parece ser un precursor directo en la
sintesis de poliaminas (s6lo un 0.02% de la radioactividad), al menos no
comparable a la omitina o la arginina. Pero a pesar de la pequefia cantidad
detectada, parece que como se muestra en la Tabla 25, la presencia del DFMO

en el medio hace disminuir la cantidad de glicerol usado para la sintesis de

poliaminas al mismo tiempo que promueve la inhibicién de los efectos del

glicerol sobre el crecimiento discutidos anteriormente.

La combinacidn de los resultados mostrados en las Tablas 24 y 25 nos
sugiere que en G. doryphora, el glicerol promueve la biosintesis y acumulacion
de poliaminas a través de la ruta de la ODC, relaciondndose este aumento con la

elevada tasa de divisién celular registrada en los cultivos con glicerol.
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V.  CONCLUSIONES

Con relacién al flujo de carbono:

1.

(98}

El glicerol, como. fuente de carbono exdgeno, fue detectado en
cantidades significativas en el interior de 7 especies de macroalgas
(C. racemosa, G. doryphora, Aspagaropsis sp., C. abies-marina, S.
scoparium, y Taonia sp.) cuando fueron incubadas durante 24
horas en medios PES70+0.3M glicerol.

El disefio experimental de Box-Behnken, aplicado a incubaciones
de algas marinas, es una herramienta efectiva para identificar
aquellos factores que, de forma significativa, estan implicados en la
regulacion de ciertos procesos metabolicos relacionados con el
flujo de carbono como es la regulacion osmotica y la biosintesis de
acidos grasos.

La entrada de glicerol al interior de G. doryphora parece seguir un
comportamiento bifasico, segin una difusién simple para
concentraciones exdgenas de esta fuente hasta 0.2 M, y mas
complejo, evidenciada por la interacciéon de la luz y el K', para
concentraciones mayores. Este hecho es lo que condiciona la
mixotrofia. |

Bajo ciertas condiciones de cultivo, el glicerol exégeno que penetra
al interior del talo de G. doryphora no es dirigido hacia la
biosintesis de floridésido, smo que es principalmente
metabolizado, proporcionandola energia util para el crecimiento y
desarrollo.

G. doryphora destaca por su elevado contenido en las grasas
poliinsaturadas 20:4n6 (AA) y 20:5n3 (EPA), entomo al 30% del

contenido total de acidos grasos.
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La intensidad de luz y la concentracién de nutrientes afectan, de
manera general, a la acumulacion de acidos grasos en G. doryphora
cultivada en glicerol, aunque no se puede establecer un modelo
tinico que prediga su tendencia, pues el efecto de estas variables es
especifico sobre cada acido graso.

Desde una perspectiva biotecnoldgica del cultivo in vitro, es
posible dirigir la fisiologia de G. doryphora para que, a partir de
una previa acumulacién de los acidos grasos precursores, se
favorezca la biosintesis de aquellos acidos grasos poliinsaturados

de cadena larga.

Con relacién a la regulacion del crecimiento:

10.

11

La diamina putrescina, y las poliaminas espermidina y espermina
han sido encontradas en varias especies de algas marinas
pertenecientes a las Divisiones Rhodophyta y Phaeophyta, y en
concentraciones similares a las citadas anteriormente por otros
autores para plantas superiores terrestres. En Cymodocea nodosa,
las poliaminas presentan claros patrones de localizacién endogena
en los diferentes tejidos, previsiblemente relacionados con los
eventos fenoldgicos de esta especie.

In vitro, las esporas de G. doryphora cultivadas con glicerol como
fuente exdgena de carbono organico, mostraron un aumento
significativo en sus niveles endégenos de poliaminas.

El aumento en los niveles endogenos de poliaminas se corresponde
con una mayor division y crecimiento celular enlas esporas
cultivadas.

Los efectos del glicerol sobre el crecimiento fueron inhibidos por la
adicion del DFMO al mismo tiempo que inhibi6 la transformacion

de glicerol en poliaminas.
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12.

En G.doryphora, 1a biosintesis de las poliaminas implicadas en la
division celular inducida por el glicerol, parece ocurrir a través de

la ruta de la ornitina descarboxilasa
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