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RESUMEN

Los elementos traza se encuentran en el medio marino de forma natural, y varios
de éstos son componentes esenciales de los organismos. Sin embargo, los
elementos traza pueden actuar como promotores en la produccidn de especies
reactivas de oxigeno (ERO) en la vegetacion marina. Con el objetivo de evaluar el
sistema antioxidante y el efecto de los elementos traza en las macroalgas de
Bahia Magdalena se determiné el contenido de plomo (Pb), cadmio (Cd), cobre
(Cu), zinc (Zn), hierro (Fe) y selenio (Se), antioxidantes no enzimaticos (vitamina
C y polifenoles), asi como la actividad de las principales enzimas antioxidantes
(superdxido dismutasa (SOD), glutatidon peroxidasa (GPx), glutatibn S-transferasa
(GST), y glutation reductasa (GR)), y los niveles de los marcadores de dafio
oxidativo (TBARS vy carbonilos protéicos) en nueve especies de macroalgas
marinas y una especie de pasto marino. Las macroalgas rojas: Gracilaria
vermiculophylla, Gracilaria textorii, Hypnea cervicornis, las macroalgas verdes:
Ulva lactuca, Caulerpa sertularioides, Codium amplivesiculatum, Codium
cuneatum; la macroalga café Dyctiota flabellata, y el pasto marino Zostera marina
fueron colectadas en noviembre del 2009, febrero, abril y junio del 2010. Durante
el verano se observo una mayor actividad de las enzimas SOD y GPx asi como
mayor contenido de polifenoles en todas las especies (p<0.05). En la zona mas
somera del estero (La Estufa) durante el verano se encontré6 mayor actividad de
las enzimas SOD y GPx en comparaciéon con los sitios con mayor profundidad en
G. vermiculophylla. Las concentraciones de Cu, Fe y Cd se correlacionaron
positivamente con los marcadores de dafno oxidativo en todas las especies de
macroalgas colectadas. Estos resultados sugieren que el sistema antioxidante de

las macroalgas es consecuencia de la interaccion de las condiciones ambientales



de cada sitio, las condiciones propias de cada temporada, asi como de la

diferencia entre grupos taxonémicos.
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ABSTRACT

Trace metals ocurr naturally in the marine environment, and several of them are
essential molecules for organisms. However, trace metals can promote the
generation of reactive oxygen species (ROS) in marine vegetation. The objective of
this work was to evaluate the antioxidant system and the effects of trace metals in
macroalgae from Bahia Magdalena. The concentrations of lead (Pb), cadmium
(Cd), copper (Cu), zinc (Zn), iron (Fe) and selenium (Se), non-enzymatic
antioxidants (vitamin C and polyphenols), as well as the activities of the antioxidant
enzymes superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), glutathione
S-tranferase (GST), glutathione reductase (GR), and the levels of oxidative
damage (TBARS and protein carbonyls) in nine macroalgae species and one
species of seagrass were quantified. Red macroalgae Gracilaria vermiculophylla,
Gracilaria textorii, Hypnea cervicornis, green macroalgae: Ulva lactuca, Caulerpa
sertularioides, Codium amplivesiculatum, Codium cuneatum; brown macroalgae:
Dyctiota flabellata, and the seagrass Zostera marina were collected in November
2009, February, April and June 2010. The activities of SOD and GPx and the
polyphenols content were significantly higher during summer in all macroalgae
(p=<0.05). In this season, G. vermiculophylla collected in the shallow site (La Estufa)
had higher activities of SOD and GPx than in the other two sites. The concentration
of Cu, Fe and Cd were positively correlated with oxidative damage biomarkers in
all species. These results suggest that the antioxidant system in macroalgae is a
consequence of the interaction between environmental conditions in the sampling

sites, seasonality, and differences between taxonomic groups.
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1. INTRODUCCION
1.1. MACROALGAS MARINAS

Las macroalgas son importantes componentes de los ecosistemas marinos
contribuyendo con un poco mas del 5% de la produccién primaria (Mann, 1973).
Las diversas especies de macroalgas de acuerdo a sus caracteristicas se han
agrupado tradicionalmente bajo el rango taxondmico de Divisién. Algunas de las
caracteristicas en las que se basan los criterios para la agrupacion de las
macroalgas son: caracteres citolégicos (niveles de organizacién), bioquimicos
(pigmentos, composicion de la pared celular) y reproductivos (ciclos vitales y
estructuras reproductivas) (Bold y Wynne, 1985; Dawes, 1998). La mayoria de las
especies se encuentran agrupadas dentro de las divisiones Chlorophyta
(macroalgas verdes), Rhodophyta (macroalgas rojas) y Phaeophyta (macroalgas
café) (Lobban y Wynne, 1981; Bold y Wynne, 1985; Dawes, 1998).

En México, la mayor diversidad y biomasa algal se encuentra en las lagunas
costeras de la costa occidental de la Peninsula de Baja California (Casas-Valdez
et al., 2000). Las lagunas costeras son consideradas como cuerpos acuaticos con
comunicaciéon permanente o semipermanente con el mar; el encuentro entre las
dos masas de agua, cada una con caracteristicas diferentes, causa fenémenos
fisico-quimicos particulares, creando areas de gran productividad primaria y
secundaria (Barnes, 1980; Klump y Martens, 1981). Las macroalgas y pastos
marinos son unidades fundamentales de estos ecosistemas costeros, ya que
proporcionan habitat, alimento y refugio a una gran cantidad de especies que
incluyen peces, ballenas, aves marinas y tortugas (SEMARNAP-INE, 2000).

En los sistemas costeros se observa una zonificaciéon vertical en la distribucién de
las macroalgas. Esta zonificacion se da en funcion de las caracteristicas propias
de cada grupo taxondmico, y de la capacidad que tengan para responder a los
cambios en las

condiciones que las rodean.



Las macroalgas que se distribuyen en la zona submareal se encuentran bajo
condiciones relativamente constantes de temperatura, salinidad,
concentracion de carbono inorganico y otros nutrientes. Sin embargo, en la zona
intermareal los organismos estan expuestos a fluctuaciones constantes vy
condiciones estresantes, como la exposicion a elevados niveles de radiacién solar,
cambios en la salinidad, variacion en los regimenes de temperatura y eventos de
desecacion (Pearson y Davison, 1994; Aguilera et al., 2001; Bischof et al., 2002;
Dring, 2005). Estas fluctuaciones en las condiciones ambientales pueden influir
directamente en la respuesta metabdlica de las macroalgas y afectar a sus
poblaciones (Ordufia-Rojas et al., 2002; Lesser, 2006; Zubia et al., 2007). Se
sugiere que las macroalgas han desarrollado una serie de estrategias a nivel
celular que les permiten protegerse y minimizar los efectos dafiinos de los factores
ambientales. Si los mecanismos de defensa no son lo suficientemente efectivos,
puede haber efectos negativos en el crecimiento, la reproduccion, productividad e
incluso la estructura de la comunidad de macroalgas (Aguilera et al., 1999;
Aguilera et al., 2001). Para evitar esto, el sistema antioxidante desempefia un
papel vital. El sistema antioxidante puede variar tanto cuantitativamente como
cualitativamente entre grupos taxonomicos y especies; sin embargo, pocos
estudios abordan el tema. El objetivo de este trabajo fue evaluar el sistema
antioxidante y la presencia de metales traza en algunas macroalgas de
importancia ecolégica de Bahia Magdalena. Con la finalidad de aportar
informacion para estudios futuros, se determin6 la actividad de las enzimas
antioxidantes y el contenido de elementos traza y antioxidantes no enzimaticos

por grupo taxondmico, especie, estaciéon y sitio.

1.2 ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO (ERO)

Todo organismo aerdbico requiere oxigeno para llevar a cabo sus funciones
metabdlicas. Durante este proceso se producen especies reactivas de oxigeno

(ERO) (Halliwell y Gutteridge, 1999). Las ERO tienen funciones de sefalizacion



celular en procesos como la muerte celular, sefalizacion hormonal y respuestas
al estrés abidtico (D’Autréaux y Toledano, 2007). Sin embargo, una
sobreproducciéon de ERO puede tener un efecto téxico, ya que las ERO son
capaces de iniciar reacciones en cadena resultando en dafio oxidativo a nivel
celular y de tejidos (Halliwell y Gutteridge, 1999; Okamoto et al., 2001; Pinto et al.,
2003.).

La formacion de ERO en el organismo puede ocurrir por fuentes endoégenas o
exdgenas. De manera endoégena, la formacion de ERO en las células vegetales
ocurre principalmente en el cloroplasto durante el proceso de la fotosintesis. En
condiciones fotosintéticas, los niveles de oxigeno (O;) aumentan y varios
intermediarios de la cadena de transporte electronico se encuentran reducidos,
aumentando el potencial de transferencia de energia y electrones (Niyogi, 1999;
Bischof et al., 2002). Lo anterior da lugar a la formacion de varias ERO, entre las
que se incluye el oxigeno singulete ('0,), radical superéxido (O,~), peroxido de
hidrogeno (H205), y radical hidroxilo (HO"), siendo esta ultima la ERO mas toxica
puesto que su reactividad favorece la interaccion con cualquier grupo electrofilico
ubicado en su proximidad (Asada, 1999; Halliwell y Gutteridge, 1999). Las ERO
también pueden generarse en las mitocondrias a través de la cadena respiratoria.
En la mitocondria, el NADH y la ubiquinona reducida son capaces de transferir
electrones al Oy, generando O,". Esta es la fuente mas importante de ERO en
células animales; sin embargo, su contribucion en las células vegetales es menos
relevante (Bartoli et al., 2004).

La presencia de elementos traza también puede incrementar la formacion de ERO.
Varios elementos traza ocurren naturalmente en el medio marino y son
componentes importantes en los organismos al actuar como micronutrientes.
Elementos como el cobre (Cu), zinc (Zn) y hierro (Fe) son esenciales en la
fisiologia de las macroalgas, teniendo un papel importante en la fotosintesis
(Dawes, 1998). Sin embargo, elementos como el plomo (Pb), el cadmio (Cd) o el
mercurio (Hg) son considerados toxicos, debido a que se les desconoce una
funcion bioldgica (Allan, 1997; Pinto et al., 2003; Michalak, 2006).
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Figura 1. Formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) en presencia de
elementos traza. O, = radical superoxido, H,O,= perdxido de hidrogeno, HO'=
radical hidroxilo, H,O= agua, SOD= superoéxido dismutasa, CAT=catalasa, GPX=
glutation peroxidasa, APX= ascorbato peroxidasa, GSSG=glutation oxidado
(Modificado de Pinto et al., 2003).

Si bien varios elementos traza actian como micronutrientes, por encima de cierto
umbral de concentracidén éstos pueden ser toxicos para los organismos. Desde el
punto de vista toxicoldgico la presencia de elementos traza esta asociada a varios
mecanismos generadores de ERO (Fig. 1). Metales de transicién como el Fe y el
Cu participan en el ciclo de Haber-Weiss produciendo HO™ a partir de la reaccién
entre O,” y H,O, (Pinto et al., 2003). Elementos como el Cd, Pb y Hg, que no
tienen capacidad redox, pueden incrementar el estado oxidante en la célula al

reducir la concentracion de glutatién (GSH) o al inhibir la actividad antioxidante de



algunas enzimas (Stohs y Bagchi, 1995). Finalmente, elementos como el cromo
(Cr) pueden generar HO" a partir de H,O, a través de la reaccion de Fenton (Fig.
1) (Dietz et al., 1999; Pinto et al., 2003; Michalak, 2006).

1.3. DEFENSAS ANTIOXIDANTES

Los organismos aerdbicos poseen un sistema antioxidante para balancear la
produccion de ERO y atenuar el posible dafio oxidativo (Halliwell y Gutteridge,
1999). Los antioxidantes son moléculas que estan presentes en bajas
concentraciones en relacidon con el compuesto oxidable, y tienen como funcién
inhibir o retrasar los procesos oxidativos (Halliwell y Gutteridge, 1999). De acuerdo
a su naturaleza, las moléculas que integran el sistema antioxidante se puede
dividir en dos grupos, antioxidantes enzimaticos y antioxidantes no enzimaticos
(Halliwell y Gutteridge, 1999; Rodriguez et al., 2001).

Las enzimas antioxidantes catalizan reacciones quimicas utilizando sustratos que
a su vez reaccionan con las ERO (Halliwell y Gutteridge, 1999). Cada enzima
posee afinidad hacia una o varias ERO. Entre las principales enzimas
antioxidantes en plantas y macroalgas se incluyen la superoxido dismutasa (SOD,
EC 1.15.1.1), ascorbato peroxidasa (APX, EC 1.11.1.11), glutation reductasa (GR,
EC 1.6.4.2), glutatibn S-transferasa (GST, EC2.5.1.18) y glutation peroxidasa
(GPx, EC1.11.1.9) (Halliwell y Gutteridge, 1999).
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Figura 2. Sistemas de produccién y eliminacién de las especies reactivas de
oxigeno (ERO). O, =oxigeno molecular, O, = radical superdxido, H'= ion
hidrogéno, H,O.= peroxido de hidréogeno, HO'= radical hidroxilo, H,O= agua,
SOD= superéxido dismutasa, CAT=catalasa, GPX-Se= glutatibn peroxidasa,
GST= glutation S-transferasa, GR= glutatién reductasa, GSH= glutatién reducido,
GSSG= glutation oxidado, NADPH= dinuclettido de nicotinamida y adenina fosfato
reducido, NADP+= dinucleétido de nicotidamida y adenina fosfato (Modificado de
Storey, 1996).

La enzima SOD es considerada como la primera linea de defensa en contra de las
ERO, cataliza la dismutacién del anién O,” para generar HO, y O, (McCord vy
Fridovich, 1969). En plantas se han identificado tres isoenzimas de SOD que
difieren entre si en el grupo prostético metalico ligado a la enzima. El H,0O,
generado por la SOD y otras vias (e.g. reacciéon de Mehler) es eliminado por
enzimas hidroperoxidasas como la GPx (Folhé y Glinzler, 1984). Esta enzima se
encuentra preferentemente en el citosol y la matriz mitocondrial, teniendo al
selenio (Se) como centro activo (Ahmad y Pardini, 1988). La GPx elimina los

hidroperoxidos transformando el glutation reducido (GHS) en glutation disulfuro



oxidado (GSSG) (Folhé y Gunzler, 1984; Ahmad y Pardini, 1988). La enzima GST
es la encargada de detoxificar compuestos xenobioticos catalizando la reaccidn
con el grupo —SH del GSH, neutralizando de esta forma sus sitios electrofilicos y
generando productos mas solubles en agua (Habig y Jacoby, 1981; Halliwell y
Gutteridge, 1999). La GR es una flavoenzima que se encarga de regenerar el GSH
a partir de la reduccién del GSSG utilizando como fuente de electrones a la
coenzima NADPH (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Ademas de los antioxidantes enzimaticos, la célula vegetal dispone de un conjunto
de moléculas de bajo peso molecular con funcion antioxidante. Estos antioxidantes
no enzimaticos también regulan y contrarrestan a las ERO cediéndoles un electrén
y dando lugar a la formacion de especies menos reactivas. Estos compuestos
pueden ser de naturaleza tanto hidrosoluble como liposoluble. El acido ascérbico,
el glutation y varios compuestos fendlicos pertenecen al grupo de antioxidantes de
naturaleza hidrosoluble, mientras que los tocoferoles y carotenoides se
categorizan como antioxidantes liposolubles (Chaudiére y Ferrari-lliou, 1999;
Halliwell y Gutteridge, 1999; Michalak 2006).

El acido L-ascérbico (AA) o vitamina C se considera un antioxidante muy eficiente;
en los tejidos vegetales se localiza en el citosol, cloroplasto, vacuola y mitocondria.
La accidon antioxidante del AA se debe a que éste puede reaccionar directamente
con O,, HO', y '0,. En la reduccion del O, se forma H,0, y dehidroascorbato
(DHA) (Reaccién 1). Al reaccionar con O,7, HO  y H,O, se forma agua y DHA
como producto (Reacciéon 2) (Padh, 1990; Buettner y Jurkiewicz, 1996; Halliwell y
Gutteridge, 1999).

2 0," + 2 H" + ascorbato—» H,0, + DHA (1)

2 H" + ascorbato —» H,0, + DHA (2)



La vitamina C también es capaz de regenerar a la vitamina E mediante la
reduccion del radical tocoferoxilo transfiriendo un electrén (Sharma y Buettner,
1993).

Por otro lado, los polifenoles o compuestos fendlicos son compuestos secundarios
productos del metabolismo de la célula vegetal. Sus propiedades como
antioxidantes estan relacionadas con su capacidad para quelar metales, inhibir a
la lipoxigenasa e inactivar ERO como O,", HO' y radicales peroxilo, mediante la

donacién de un protdn (Rice-Evans et al., 1997; Michalak, 2006).

El sistema antioxidante es capaz de balancear la produccién de las ERO; sin
embargo, cuando este sistema se ve sobrepasado por una excesiva produccion
de ERO o por una deficiencia de los antioxidantes (e. g. desnutricion) inicia una
serie de reacciones en cadena que danan lipidos, carbohidratos, proteinas y ADN,
e incluso pueden promover la muerte celular. A esta pérdida del balance entre
oxidantes y antioxidantes a favor de los primeros se le denomina estrés oxidativo
(Sies, 1986; Halliwell y Gutteridge, 1999).

Las macroalgas marinas, al ser organismos sésiles, se encuentran expuestas a
una gran variedad de factores ambientales que varian en escala temporal y
espacial. La variacion en los niveles de radiacion solar y/o la combinacidén de otros
factores, incluyendo la distribucion vertical de las macroalgas, pueden favorecer
la generacion de ERO. Los organismos fotosintéticos dependiendo de la
profundidad en la que se distribuyan han desarrollado una serie de estrategias
fisiologicas (e.g. fotoaclimatacion y fotoproteccion) que les permiten contrarrestar
el dano oxidativo resultado de estos factores ambientales. En macroalgas
distribuidas en zonas intermareales las estrategias incluyen reduccion en la tasa
fotosintética, disminucion de pigmentos accesorios (e.g. clorofilas) e incremento en
la actividad de enzimas antioxidantes. Al parecer la presencia del sistema

antioxidante en las macroalgas es escencial en los mecanismos de aclimatacion



en respuesta a la intensidad y variacion de factores ambientales a nivel espacial y

temporal.

2. ANTECEDENTES

La mayoria de los trabajos publicados sobre elementos traza en macroalgas y
pastos marinos se enfocan en procesos de bioacumulacion y el uso de éstas como
biondicadores de contaminacién (Muse et al., 1999; Stengel et al., 2004; Salgado
et al., 2005; Villares et al., 2005). En estos trabajos se menciona que si bien las
caracteristicas ecoldgicas y morfologicas de cada especie se asocian a la
capacidad para incorporar y bioacumular elementos traza, el origen taxonémico
determina la disponibilidad de sitios activos en la pared celular. Son pocos los
trabajos que abordan los efectos deletéreos que pueden tener los elementos traza
en la fisiologia de las macroalgas (Collén et al., 2003). En Bahia Magdalena, el
area de estudio en que se desarroll6 el presente trabajo, se observa una variacion
estacional en el contenido de elementos traza y elementos mayores en
macroalgas marinas, asi como entre las especies de la Division Rhodophyta,
Chlorophyta y Phaeophyta; Fe y el Cu son los elementos que se destacaron por
su contenido en la mayoria de las especies (Rodriguez-Meza, 2004; Riosmena-
Rodriguez et al., 2009). Los autores atribuyen estos resultados al aporte natural
del material de erosion de las rocas metamoérficas y surgencias costeras, asi como
a las caracteristicas propias de cada grupo taxonémico.

Se ha relacionado la presencia de metales en el ambiente con el incremento en la
produccion de ERO vy el estrés oxidativo en macroalgas (Contreras et al., 2005;
Collén et al.,, 2003; Pinto et al., 2003; Pereira et al., 2008). La exposicion a
concentraciones subletales de Cu*® y Cd*? en Gracilaria tenuistipitata (0.2 y 1
ppm, respectivamente) en condiciones de laboratorio aumenta la actividad de
CAT, APX y SOD e incrementa el contenido de - caroteno y luteina (Collén et al.,
2003). Sin embargo, los niveles de peroxidacion de lipidos y carbonilacion de

proteinas también fueron mayores en comparacion con los controles y sugieren un
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efecto toxico diferencial de los metales ya que el Cu*? caus6 mayor dafio
oxidativo que el Cd™ en la misma especie (Collén et al., 2003). Pereira et al.
(2009) reportaron un incremento en la actividad de CAT, GPx, GR y el contenido
de GSH en la macroalga verde Ulva sp. asociado a los niveles maximos de Cu, Ni
y Mn en verano y otofio en la costa oeste de Portugal; sin embargo, la respuesta
antioxidante no fue suficiente para evitar el estrés oxidativo, ya que los mayores
niveles de perdxidacion de lipidos fueron reportados en estas mismas temporadas.
Varios grupos de investigacion se han enfocado en el estudio de las adaptaciones
fisiolégicas y metabdlicas que presentan las macroalgas para contrarrestar la
sobreproducciéon de ERO y el estrés oxidativo inducido por la combinacion de
varios factores ambientales (Aguilera et al., 2002; Lohrnmann et al., 2004; Nissa et
al., 2004; Pereira et al., 2009). La actividad de las enzimas antioxidantes ha sido
detectada y reportada para numerosas especies de macroalgas café: Fucus spp.
(Collén y Davison, 1999a), Laminaria saccharina, Desmarestia acuelata (Aguilera
et al.,, 2002), macroalgas verdes Ulva rigida (Collén y Pedersen, 1996) y
macroalgas rojas Devaleraea ramentacea, Palmaria palmata (Aguilera et al.,
2002), Chondrus crispus y Mastocarpues stellatus (Collen y Davison, 1999b;
Lohrnmann et al., 2004). Las enzimas antioxidantes SOD, APx, CAT, y GR, asi
como metabolitos de bajo peso molecular, incluyendo el AA, polifenoles, B-
caroteno y a-tocoferol, han sido reconocidos como importantes antioxidantes en
macroalgas y pastos marinos (Collén y Davison, 1999b; Aguilera et al., 2002;
Collén et al., 2003).

Diversos estudios relacionan los indicadores de estrés oxidativo con los patrones
de distribucién vertical. Las macroalgas distribuidas en la zona intermareal estan
expuestas a condiciones cambiantes y estresantes, tales como alta radiacion,
desecacion, salinidad, y temperaturas. El exceso de irradiacidn sobreexcita las
clorofilas del fotosistema Il (FSIlI) permaneciendo en estado triplete durante un
tiempo, incrementando la posibilidad de reaccionar con el O, lo que favorece la
inversion de spin que da origen al 'O, (Asada, 1999; Golding y Johnson, 2003). La

formacion de ERO por cambios en la salinidad resulta de la variaciéon en el
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potencial hidrico afectando la distribucion de iones y la permeabilidad de las
membranas celulares (D'Autréaux y Toledano, 2007). Estos factores ambientales
aumentan la produccion de O,” y H,0, en las macroalgas que habitan la zona
intermareal y, a la par, se observa una mayor actividad de las enzimas
antioxidantes (e.g. SOD, APx, GR) y un incremento en el contenido de carotenos y
polifenoles que en aquellas distribuidas a mayor profundidad, donde las
condiciones ambientales son mas estables (Burritt et. al, 2002; Nissa et. al, 2004;
Pearson y Davison, 1994).

La radiacion solar (visible y ultravioleta (UV)) vy el incremento de ésta en el
verano resultan en la generacion de ERO en macroalgas y pastos marinos
(Aguilera et al., 2002; Dummermuth et al., 2003; Rosa et al., 2002). Aguilera et al.
(2002) reportaron cambios en la concentracion de algunos pigmentos
fotosintéticos, asi como la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT, GR
en seis especies de macroalgas en relacion a la variacion estacional en el régimen
de radiacién solar y en los niveles de macronutrientes en Kongsfjord, Noruega.
Durante el verano, la mayoria de las especies presentaron mayor actividad
antioxidante, como resultado del incremento en la actividad fotosintética y en la
produccion de ERO (Aguilera et al., 2002). En las macroalgas rojas Mastocarpus
stellatus y Chondrus crispus se observaron variaciones estacionales en la
concentracion y actividad de varias moléculas antioxidantes, con un incremento en
la actividad de SOD, APx y GR durante el invierno en respuesta a temperaturas
cercanas al punto de congelacion (1.1-4.1°C) (Lohrmann et al., 2004). La
respuesta antioxidante y, por ende, la capacidad de detoxificar ERO también
puede estar asociada a factores biolégicos incluyendo especie, morfologia e
historia de vida de cada organismo (Aguilera et al., 2002; Lohrmann et al., 2004).
Lohrman et al. (2004), al analizar las diferencias en la respuesta antioxidante entre
C. crispus y M. stellatus, reportan una mayor actividad de SOD y APx, y en
general de todas las enzimas antioxidantes durante el invierno en C. crispus;
mientras que M. stellatus presenta mayor actividad enzimatica durante el verano,

asi como mayor contenido de AA en comparacidbn con C. crispus. Estas
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diferencias las asocia a las diferencias morfolégicas entres las dos especies, asi
como a la presencia de otros compuestos que les confieren resistencia contra las
adversidades ambientales como es la presencia de crioprotectores. Por otro lado,
la senescencia se ha relacionado con niveles altos de peroxidacion de lipidos,
resultado de la degradaciéon de varias macromoléculas; acompanada por un
aumento en la actividad de SOD, APX y CAT (Chakrabarty et al., 2009).

3. JUSTIFICACION
Bahia Magdalena, como parte del complejo lagunar Bahia Magdalena-Almejas, es

considerada como uno de los sistemas lagunares mas importantes del noroeste de
Meéxico, debido a la alta productividad biolégica. La vegetacion marina en esta
zona desempenfa un papel importante al proporcionar habitat y alimento a diversas
especies incluyendo cuatro especies de tortugas marinas, aves y varias especies
de peces de interés comercial. Si bien existen un par de estudios sobre la
bioacumulacién de elementos traza en las macroalgas marinas de este sistema
(Rodriguez-Meza, 2004; Riosmena-Rodriguez et al., 2010), se desconoce el
efecto que estas concentraciones pudieran tener en las macroalgas a nivel
fisiolégico. El estudio de la interaccién del contenido de elementos traza con el
sistema antioxidante en relacion a factores bibticos y abibdticos en macroalgas
ayudara a comprender y elucidar la funcion de los metabolitos (enzimas y
compuestos antioxidantes de interés comercial) encargados de proteger a estos
organismos contra una sobreproduccién de ERO. Siendo que las macroalgas son
la base de la cadena alimenticia, es posible que la cantidad y variedad de los
elementos traza, vitaminas y antioxidantes presentes en éstas, sean transferidas
a los niveles tréficos superiores contribuyendo, de alguna forma, al estado de
salud del ecosistema. Aunado a lo anterior, las macroalgas actualmente estan
siendo utilizadas como fuentes directas de alimento y antioxidantes para consumo
humano en otras partes del planeta. Dado el potencial uso comercial de estos
recursos en la regién es importante obtener informacién acerca de la dinamica del

sistema antioxidante.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la variacion temporal y espacial del sistema antioxidante y elementos traza

en macroalgas y pasto marino en Bahia Magdalena.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la variacion temporal en la concentracion de elementos traza
(Se, Zn, Fe, Cu, Cd, y Pb) en las macroalgas y pasto marino en Bahia

Magdalena.

¢ Analizar la actividad de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa
(SOD), glutation S-transferasa (GST), glutation peroxidasa (GPx), vy
glutation reductasa (GR) en macroalgas y pasto marino de Bahia

Magdalena en diferentes épocas del afio.

e Determinar y establecer valores referenciales en el contenido de
antioxidantes no enzimaticos (acido ascorbico y polifenoles) en macroalgas

y pasto marino en Bahia Magdalena.

e Cuantificar los niveles de peroxidacion de lipidos (TBARS) y carbonilos
protéicos como indicadores del dafo producido por especies reactivas de

oxigeno (ERO) en las macroalgas y pasto marino en Bahia Magdalena.

e FEvaluar la relacion de la concentracidon de elementos traza en el contenido
de antioxidantes no enzimaticos y la actividad de los antioxidantes

enzimaticos entre las distintas especies de macroalgas y pasto marino.
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5. HIPOTESIS

Si la variacion en las condiciones ambientales promueve la induccién del sistema
antioxidante en las macroalgas, entonces la variabilidad espacio-temporal en las
condiciones ambientales, asi como en la concentracion de elementos traza, se
vera reflejada en la actividad de las enzimas antioxidantes y la concentracién de
los antioxidantes no enzimaticos en macroalgas y pasto marino en Bahia

Magdalena.

6. MATERIAL Y METODOS
6.1 AREA DE ESTUDIO

El complejo lagunar de Bahia Magdalena-Almejas se localiza en la costa
occidental del Océano Pacifico. Esta region comprende una area semidesértica, la
cual se caracteriza por un clima muy seco, semiarido y con lluvias en verano.
Bahia Magdalena esta protegida por dos islas que sirven de barrera, Isla Margarita
(Sureste) e Isla Magdalena (Noroeste). Esta laguna al presentar valores de
temperaturas y salinidad mas altos que los encontrados en el Océano Pacifico se
considera como una cuenca de evaporacion con una situacion antiestuarina
durante todo el afio (Alvarez-Borrego et al., 1975). La salinidad siempre es mayor
de 34 ups y las maximas temperaturas superficiales del mar se presentan durante
el verano y principios de otofio con un intervalo entre 25 y 30°C; las temperaturas
mas bajas se presentan a principios de primavera con un intervalo que va de 18 a
21°C (Lluch-Belda et al.,, 2000). Bahia Magdalena presenta zonas con gran
cantidad de pastos marinos (Zostera marina y Ruppia maritima) (Sanchez-
Rodriguez, 1989).

El complejo lagunar de Bahia Magdalena-Almejas, de acuerdo a sus condiciones
morfolégicas, se puede dividir en tres zonas diferenciadas: zona noroeste o zona

de canales, zona central denominada especificamente Bahia Magdalena y zona
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sureste o también llamada Bahia Almejas. La zona noroeste y la zona central se
comunican a través del Canal de San Carlos, el cual tiene una profundidad de 12
metros (Alvarez-Borrego et al., 1975). La zona noroeste estd compuesta por
esteros, lagunas y canales cuya profundidad promedio es de 35 m
aproximadamente. Al ser zonas de menor profundidad, presentan gradientes
hidrologicos con valores maximos de salinidad y temperatura en los sitios mas
distantes de las bocas (Lluch-Belda et al., 2000 Koch et al., 2007). Los sitios de
muestreo se localizan dentro del Estero Banderitas, el estero mas grande de toda
la zona con un area de casi 42 km? precisamente en la parte noroeste del
complejo lagunar (LIuch-Belda et al., 2000). Las mareas influyen de manera similar
a todo el complejo lagunar, con mareas mixtas semidiurnas con dos pleamares y
dos bajamares (24.8 h). La pleamar media superior es de 0.83 my cerca de 1.5 m
en la pleamar maxima (Obeso-Nieblas et al., 1999). Las mareas mas amplias se
dan en invierno y las mas bajas en verano. Por otro lado, la frecuencia de lluvia es
baja, ya que es ausente en primavera e inicio de verano. La mayor precipitacion,
originada por depresiones ciclénicas, se observa a partir de septiembre (Mendoza-
Salgado y Lechuga-Devéze, 1996). En términos generales, en el complejo lagunar
los vientos dominantes son del noroeste en todo el ano (Mendoza-Salgado vy
Lechuga-Devéze, 1996). Si bien el impacto antropogénico hasta el momento no ha
sido evaluado a detalle en Bahia Magdalena, el sistema no esta exento de una
posible afectacion en sus niveles naturales. Debido a su alta productividad
biolégica, Bahia Magdalena es considerada como una de las zonas pesqueras
mas importantes de la regidén, en donde la demanda de los recursos pesqueros es
considerable y las actividades turisticas han presentado un incremento en afos
recientes. Adyacente al area de estudio se localiza la poblacién en crecimiento de
Puerto San Carlos, en el cual se encuentra una termoeléctrica e instalaciones de

una empresa enlatadora de sardina y atun (Guzman, 1998).
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6.2 TRABAJO DE CAMPO

Las muestras de macroalgas se recolectaron en el Estero Banderitas durante
noviembre del 2009 y febrero, abril y junio del 2010. Las macroalgas se
seleccionaron con base en su relevancia ecologica, al formar parte de los
recursos alimenticios de la tortuga verde (Chelonia mydas) en esta zona. El
estero se dividio en tres sitios de acuerdo a su gradiente de profundidad: La Boca
(~12 m), El Conchalito (~7m) y La Estufa (~1 m), de mayor a menor profundidad,
respectivamente. La busqueda de las macroalgas se hizo mediante recorridos en
una embarcacion con motor fuera de borda buscando sitios con abundancia en
macroalgas y pastos marinos. En cada uno de los sitios, la colecta se hizo con
ayuda de equipo SCUBA y de manera manual. Los puntos de colecta se
presentan en la Figura 3. Las macroalgas se guardaron en bolsas de plastico
negras, se mantuvieron en frio en hieleras para su transportacién al CIBNOR. En
cada sitio de colecta se tomé la temperatura superficial, la concentracion de

oxigeno disuelto, y la profundidad en la que se tomaron los ejemplares (Tabla I).

6.3 TRABAJO DE LABORATORIO
Las macroalgas fueron identificadas a nivel especie en el laboratorio de

macroalgas, con ayuda de claves taxonémicas de Abbot y Hollenberg (1976) y
observacion de su morfologia externa, interna y reproductiva mediante un
microscopio 6ptico en el Laboratorio de Macroalgas Marinas del CIBNOR. Las

muestras se limpiaron con agua marina para retirar epifitas y arena.

6.3.1 ELEMENTOS TRAZA

Para la determinacion de las concentraciones de los elementos traza (Pb, Cd,
Cu, Zn, Fe y Se), las muestras de macroalgas y pasto marino fueron secadas en
un horno a una temperatura constante de 60°C durante 48 horas. Una vez secas,

éstas fueron molidas y guardadas en bolsas de papel a temperatura ambiente
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hasta su analisis. Se pesaron aproximadamente 0.5 g de cada muestra, asi como

del estdandar TORT-2 (hepatopancreas de langosta, Consejo Nacional de

Investigacion, Canada). Para el proceso de digestion, las muestras y el estandar

se colocaron en matraces donde se mezclaron con 5 mL de acido nitrico (HNO3)

al 70% y 2 mL de Hy0,; ademas, se utilizd un matraz conteniendo solo HNO3 y

H,O, como blanco. Los matraces se colocaron dentro de un horno de

microondas (CEM MARS 5x, Matthews, NC, USA) con temperatura y presion

controladas hasta disolver la materia organica en su totalidad. Una vez terminada

la hidrélisis, los matraces se aforaron a 50 mL para su posterior analisis

utilizando un espectrofotometro de absorcion atomica (GBC Avanta, Australia).

Cada muestra se analizd por ftriplicado y se obtuvo un valor promedio de

absorciéon con el software Avanta version 1.33. Con los datos obtenidos se

calcularon las concentraciones de metales en mg kg~ en peso seco (ps) de

muestra.

La determinacién de Se se realiz6 en el Laboratorio de Toxicologia de Vida
Silvestre en la Universidad de Alaska Fairbanks. Se tomaron 2 mL
(aproximadamente 2 g) del producto de la primera digestion, a los cuales se les
adicion6 3 mL de agua destilada y 5mL de HCI 37% (OmniTrace). Para la
siguiente digestion se utilizé un horno de microondas (Perkin EImerMultiwave 300
Microwave Sample Preparation System, Anton Para, Austria, Europa). La muestra
digerida se envaso en viales de plastico y se aforé con agua destilada a 20 mL. La
concentracion se determind utilizando un espectrometro de absorcidon atémica
(Perkin Elmer Instruments, Shelton, CT, USA) mediante el sistema de flujo de
inyeccion (Flow Injection Analysis System 100, (FIAS 100)) con automuestreador.

Los resultados se expresaron como mg kg'1 en peso seco (ps) de muestra.

6.3.2 ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Previo a la determinacion de la actividad enzimatica, 0.28 g de cada muestra de

macroalgas y pasto marino fueron homogenizados en frio con 1 mL de solucién
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amortiguadora de fosfato de potasio (50 mM pH 7.0) conteniendo 1%
polivinilpirrolidona (PVP), 1 mM PMSF y 0.25% Triton X-100. Los extractos fueron
centrifugados a 15,292 x g durante 10 minutos a 4°C (Collén et al., 2003; Nissa et
al., 2004). EI precipitado fue desechado y el sobrenadante utilizado
inmediatamente para los analisis correspondientes. La actividad de las enzimas
antioxidantes fue determinada por medio de espectrofotometria (Beckman-Coulter

Du 800, Fullerton, CA, USA). Todas las muestras fueron analizadas por triplicado.
Superéxido Dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1)

Para cuantificar la actividad de SOD se utilizé el sistema xantina/xantina oxidasa
como generador constante de O™ el cual, en contacto con el nitroazul de tetrazolio
(NBT) es reducido formando un producto llamado formazan cuyo cambio es
detectado por espectrofotometria a 560 nm; la reduccién del NBT es inhibida por
la SOD (Suzuki, 2000). En una celda de plastico se mezclé la solucién de trabajo
(solucién amortiguadora sodio-carbonato 50 mM, xantina 0.1 mM, NBT 0.025 mM,
EDTA 0.1 mM), xantina oxidasa (0.1 U mL™ en sulfato de amonio 2 M) y solucién
para homogenizar (blanco) o la muestra. EI cambio en la absorbancia fue
registrado cada 30 segundos durante 5 minutos en el espectrofotbmetro a una
longitud de onda de 560 nm. La actividad enzimatica se expres6 en unidades de
SOD mg™ proteina. Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima

necesaria para inhibir el 50% de la reaccion de O," con el NBT.
Glutation Peroxidasa (GPx) (EC 1.11.1.9)

La GPx cataliza la reaccién del H,O, con GSH; el analisis de la actividad de GPx
se basa en el decremento continuo de NADPH al mantener constantes los niveles
de GSH (Folheé y Gunzler, 1984). Todas las soluciones y las muestras fueron
colocadas en hielo, a excepcién de la solucidbn amortiguadora de fosfatos (500

mM) la cual se mantuvo a temperatura ambiente. Se mezclé en una celda de
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cuarzo soluciéon amortiguadora de fosfatos, solucion de EDTA (50 mM), solucion
de azida de sodio (NaNs) (20 mM), GR (15 U mL™), NADPH (1.5 mM) y agua
desionizada fria. La absorbancia fue registrada a 340 nm. A la celda anteriormente
preparada, se le agregd GSH (250 mM), la muestra y solucién de H;O, (10mM).
Se registro el cambio en la absorbancia a 340 nm cada 3 segundos durante 40
segundos. La actividad enzimatica se expresé como U GPx mg™ proteina. Una
unidad de actividad de GPx se define como la cantidad de enzima que oxida
1pmol de NAPDH min™.

Glutation S-Transferasa (GST) (EC 2.5.1.18)

La actividad de GST se determin6é a partir de la aparicion de tioéter glutation
dinitrobenceno como producto de la reaccion entre GSH y 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB) (Habig y Jakoby, 1981). Todas las muestras y las
soluciones se mantuvieron en hielo. En una celda de cuarzo se mezclé la solucion
de corrida (solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M, GSH 10 mM, EDTA 60 mM),
solucion de CDNB (10 mM) y la muestra. Se registré la absorbancia a 340 nm
cada 30 segundos durante 6 minutos. La actividad enzimatica se expres6 como U
GST mg'1 proteina. Una unidad de GST se define como la cantidad de enzima que

cataliza la conjugacion de 1 pmol del producto min™.
Glutation Reductasa (GR) (EC 1.6.4.2)

La actividad de la enzima GR se determin6 monitoreando la oxidacion de NADPH
por GSSG a 340 nm (Goldberg y Spooner, 1987). Todas las soluciones y las
muestras fueron colocadas en hielo, a excepcidén de la solucién amortiguadora de
fosfatos (500 mM) la cual se mantuvo a temperatura ambiente. Se mezclé en una
celda de cuarzo solucion amortiguadora de fosfatos, solucion de EDTA (50 mM),
NADPH (2 mM), agua desionizada, la muestra, GSSG (10 mM) y se registro el

cambio en la absorbancia durante 60 segundos a 340 nm. La actividad enzimatica
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se expres6 como U GR mg'1 proteina. Una unidad de GR se define como la

cantidad de enzima necesaria para reducir un 1umol de GSSG min™.
6.3.4 ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Fenoles totales

La concentracion de fenoles totales se determiné a partir de su capacidad para
reaccionar con agentes oxidantes produciendo compuestos de coloracion azul en
proporcion al numero de grupos hidroxilo en la molécula. Se utilizé el método
descrito por Singleton y Rossi (1965) adaptado a microplaca. Un gramo de
muestra fresca fue homogenizada en tubos ambar con 1 mL de mezcla de
agua:metanol:acetona (2:3:5). Los tubos fueron colocados en un bafio de agua a
65°C con agitacion por una hora. Posteriormente, se recuperd el sobrenadante y
se centrifugd durante 10 minutos a 15,292 x g a temperatura ambiente. Se prepard
una curva estandar con una solucion de acido galico (1 mg mL™) en un rango de
concentracion de 0-200 pg mL™. En cada pozo se mezclé la muestra o el acido
galico (curva estandar), el reactivo de Folin-Ciocalteu, solucion de Na,CO; al 2% y
solucion de NaOH al 0.4%. Se dej6é incubar en la oscuridad durante una hora a
temperatura ambiente, y se leydé a una longitud de onda de 750 nm en un
analizador semiautomatico (Multiskan Spectrum, Thermo Scientific, Finlandia). Los
resultados se calcularon a partir de la absorbancia de las muestras y de la curva
estandar. Los valores se expresaron como equivalentes de acido galico (GAE) en

mg g de peso fresco de macroalga o pasto marino.

Acido ascérbico (Vitamina C)

Para cuantificar la concentracion de vitamina C se utilizé el método descrito por
Ledezma-Gairard (1965) y Carbajal et al. (1997) con modificaciones, utilizando la
técnica de HPLC. Para la extraccion se pes6 0.1 g de muestra liofilizada en tubos
Eppendorf®, y se homogenizé con 1 mL de solucién de extraccion (acido

metafosférico 3%, EDTA 1:1 v/v) en un bafo de hielo. Una vez homogenizada la
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muestra, se dej6 reposar durante 45 minutos en la oscuridad a 4°C.
Posteriormente, la muestra fue centrifugada durante 15 minutos a 23,985 x g 4°C.
El sobrenadante fue recuperado a través de un filtro de membrana de nylon de
0.45 um (VWR International, USA). El extracto filtrado, previo a la inyeccién en el
equipo, se mantuvo en oscuridad y en hielo hasta su analisis. 10 yL de muestra o
de la curva estandar fueron inyectados a una columna C18 Hypersil BDS (5 um
por 250 mm * 4.5 mm de diametro interno), y usando un sistema de fases de
separacion por gradiente (fase A: agua a pH de 2.4 +0.1 con H,;SOg4; fase B:
acetonitrilo 100% grado HPLC) con un flujo de 1 mL min™. Este se monitoreé
mediante un detector de matriz de fotodiodos a 245 nm, con un tiempo de
retencion de 6.7 minutos. La curva de calibracién se construydé con AA en un
rango de concentracion de 5.0-200 ng pL™". Los resultados se calcularon a partir

de la curva de calibracion y se expresaron en mg AA g de peso fresco.

6.3.5 DANO OXIDATIVO
Peroxidacion de lipidos (TBARS)

La concentracion de malondialdehido (MDA) se mide como indicador de la
peroxidacién de los lipidos en la membrana celular para evaluar el dafio por estrés
oxidativo. Los hidroperéxidos y aldehidos lipidicos reaccionan con el acido
tiobarbiturico (TBA) (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, TBARS por sus
siglas en inglés) formando un pigmento rosa cuya absorcidn maxima se observa a
532-535 nm (Persky et al. 2000). Se prepard una curva estandar con solucién
1,1,3,3 tetraetoxipropano (TEP) en un rango de 0-5 nmoles. En tubos eppendorf
se coloco la muestra, y se incub6 en un bafio de agua a 37°C con agitacion junto
con la curva estandar durante 15 minutos. Una vez concluido este tiempo, los
tubos fueron colocados en un bafo de hielo adicionando a cada tubo &cido
tricloroacético (TCA 1 M) para detener la reaccidén. Inmediatamente, se le adiciond
a cada tubo solucién de TBA al 1%. Los tubos fueron colocados en un bafio de
agua a 90°C con agitacion por 10 minutos, y posteriormente se introdujeron en un

bafio de hielo. Finalmente, fueron centrifugados a 955.8 x g a 4°C durante 10
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minutos. El sobrenadante recuperado se leyd en un lector de microplaca (Microlab
300, Vital Scientific, Holanda) a 532 nm. Los resultados se calcularon a partir de la

curva estandar y se expresaron en nanomoles de TBARS mg1 de proteina.

Carbonilos protéicos

La cuantificacion de los niveles de carbonilos protéicos se bas6 en la técnica de
Levine et al. (1990) y Stadman y Levine (2000). Los grupos carbonilos se conjugan
con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), y son precipitados con TCA (20%),
obteniendo la absorbancia maxima entre 340 y 410 nm. 100 mg de muestra fueron
homogenizados en acido sulfosalicilico al 5%; posteriormente se dividié el
homogenizado en cuatro alicuotas iguales y fueron centrifugadas durante 5
minutos a 17,947 x g a 4°C. El sobrenadante fue desechado. A dos de estas
alicuotas se les agreg6b DNPH (10 mM), y a las dos restantes se les agregdé HCI (2
M) para utilizarlas como blanco. Los tubos fueron agitados e incubados durante
una hora a temperatura ambiente; agitando durante 40 segundos cada 15 minutos.
Al término del periodo de incubacion se adicioné TCA (20 %) y los tubos se
centrifugaron por 5 minutos a 17,947 x g. El sobrenadante fue desechado. El
precipitado fue lavado con etanol: acetato de etilo (1:1), y nuevamente se
centrifugd por 5 minutos a 17,947 x g; el procedimiento se repiti6 dos veces.
Finalizados los lavados, se les adicion6 guanidina (6 M) a los tubos, se agitaron, y
se incubaron en un bafo de agua durante 15 minutos a 37°C, y posteriormente
fueron centrifugados a 17,947 x g por 5 minutos. Los sobrenadantes recuperados
se midieron en un espectrofotometro, haciendo un barrido entre 340 y 410 nm, la
absorbancia maxima fue registrada. Los resultados se expresaron como umoles

de carbonilos protéicos mg™” de tejido.

6.3.6 PROTEINAS TOTALES
Se calculd la cantidad de proteinas solubles en los extractos de algas para

estandarizar los resultados de las actividades enzimaticas. Se utilizé el kit

comercial Bio-Rad, siguiendo el método descrito por Bradford (1976) adaptado a
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microplaca. Este método se basa en que el colorante azul de Coomassie
reacciona con los residuos de amino acidos basicos presentes en la muestra. Se
prepar6 una curva estandar con albumina sérica bovina en un rango de
concentracion de 0.005 a 0.2 mg mL™. En cada pozo de una microplaca se mezclo
agua destilada, colorante de Bradford y la muestra o albumina (curva estandar).
Se dejoé incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos y se leyo la
absorbancia a 590 nm en un analizador semiautomatico. Los resultados se

expresan en mg de proteina mL" de homogenizado.

6.4 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos son presentados como medias + error estandar. Previo a los
analisis estadisticos, los datos fueron sometidos a pruebas de bondad de ajuste,
incluyendo la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks, y el analisis de
homogeneidad de varianzas de Barlett (Zar, 1999). Al no cumplir con los
supuestos de normalidad y homocedasticidad, se procedié a transformar los datos
utilizando la féormula de logaritmo natural, /n (Zar, 1999). Los datos que no
cumplieron la normalidad y homogeneidad de varianza con la transformacién
logaritmica fueron analizados en sus unidades originales utilizando estadistica no
paramétrica. Para detectar diferencias significativas entre especies, sitios vy
estaciones se aplicaron las pruebas paramétricas de varianza de una via (ANOVA)
y t de Student, y las pruebas no paramétricas de Kruskall-Wallis y U de Mann
Whitney (Zar, 1999). En caso de detectar diferencias, se aplicaron pruebas post
hoc para comparaciones multiples de Tukey y U de Mann Whitney (Zar, 1999). Las
pruebas de correlacion de Pearson fueron utilizadas para evaluar el tipo de
relacion de cada uno de los antioxidantes (enzimaticos y no enzimaticos) con la
concentracion de elementos traza en las macroalgas y pasto marino. Se utilizé el
analisis multivariado de analisis por factores (AF) para estudiar la estructura de

correlacion de las variables en el conjunto de datos. Se consideré p<0.05 como
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nivel de significancia estadistica. Los analisis se realizaron utilizando los paquetes
SYSTAT® Ver 12.0 (SPSS, Inc. Chicago, IL, USA), STATISTICA 9.0 y Excel ©.

7. RESULTADOS

7.1 ESPECIES COLECTADAS

Se colectaron un total de 9 especies de macroalgas y una de pasto marino en
Bahia Magdalena entre noviembre del 2009 y junio del 2010. Las especies de
macroalgas y pasto marino identificadas, asi como los meses vy sitios de colecta se
observan en la Tabla II. La divisiébn Chlorophyta present6 el mayor numero de
especies, representada por cuatro especies, seguida de la divisibn Rhodophyta
con tres especies. Las divisiones Phaeophyta y Magnoliophyta estuvieron
representadas por solo una especie. La especie que presentd una mayor
distribucion en la zona, y a lo largo del estudio, fue Gracilaria vermiculophylla. La

mayor diversidad de macroalgas se encontro en junio.

7.2 ELEMENTOS TRAZA

7.2.1 VARIACION TEMPORAL EN LA CONCENTRACION DE ELEMENTOS
TRAZA EN MACROALGAS MARINAS

Se determiné la concentracion de los elementos traza Pb, Cd, Cu, Zn, Fe y Se en
35 muestras de macroalgas y pasto marino. La concentracion de elementos (mg
kg” de peso seco) en macroalgas colectadas en los diferentes meses y sitios de
muestreo se resume en la Tablas Il y Ill. Las macroalgas verdes presentaron
mayor concentracién de Pb, Fe y Cd en febrero, de Cu y Se en junio, y de Zn en
abril. En el grupo de las macroalgas rojas, la mayor concentracion de Cd y Cu se
presentd en noviembre, mientras que las maximas concentraciones de Se se
presentaron en febrero; la mayor concentracién de Pb, Zn y Fe se observo en
junio. En el pasto marino, las concentraciones maximas de los elementos Pb, Cd,

Cu, Se y Zn se encontraron en el mes de abril en comparacién con febrero y junio.
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Tabla Il. Listado de especies de macroalgas y pasto marino recolectados en tres
sitios de Bahia Magdalena, Baja California Sur, de noviembre del 2009 a junio del

2010.

Grupo

Especie

2009-
2010

La
Estufa

Conchalito

Boca

Rhodophyta

Chlorophyta

Phaeophyta

Gracilaria
vermiculophylla

Gracilaria textorii

Hypnea
cervicornis

Caulerpa
sertularioides

Codium
amplivesiculatum

Codium cuneatum

Ulva lactuca

Dyctiota flabellata

Magnoliophyta Zostera marina

noviembre

febrero
abril

junio
noviembre
febrero
abril

junio
noviembre

febrero
abril

junio
noviembre

febrero
abril

junio
noviembre

febrero
abril

junio
noviembre
febrero
abril

junio
noviembre
febrero
abril

junio
noviembre
febrero
abril

junio
noviembre
febrero
abril

junio

X

> X > > K X

>

X

Moo X

>

> < > o< >

> o

> X

(-) especies ausentes en la fecha de muestreo.
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En el grupo de las macroalgas verdes la concentracion promedio de Pb fue de
3.84 mg kg'1. El valor maximo observado correspondié a C. cuneatum en el
Conchalito en febrero (15.64 mg kg™'). Dentro del grupo de las macroalgas rojas la
concentracién promedio de Pb fue de 1.85 mg kg™'; G. vermiculophylla en junio en
La Estufa presentd el valor maximo de este elemento. En el pasto marino la
concentracion promedio de Pb fue de 0.52 mg kg™, el maximo valor se encontro
en abril con una concentracion de 1.51 mg kg'1.

La concentracion promedio de Zn para el grupo de macroalgas verdes fue de
17.99 mg kg'. En febrero, C. cuneatum colectada en La Estufa presentd el
maximo valor de este elemento. En las macroalgas rojas el promedio de
concentracion para este elemento fue de 1348 mg kg', la especie G.
vermiculophylla presentd la maxima concentracién en ElI Conchalito en abril. En el
pasto marino la concentracion promedio de Zn fue de 13.49 mg kg™'; el maximo
valor se encontré en abril con una concentracion de 17.27 mg kg™

La concentracion promedio de Fe en el grupo de las macroalgas verdes fue de
452.47 mg kg™'. Para C. cuneatum la mayor concentracion de Fe (1118.49 mg kg
') se observo en febrero en el Conchalito. En las macroalgas rojas el promedio de
concentracion para este elemento fue de 193.20 mg kg'; H. cervicornis en
noviembre en El Conchalito exhibié la mayor concentracion de este elemento
(470.58 mg kg™). En el pasto marino la concentracién promedio de Fe fue de
122.8 mg kg™, el maximo valor se encontré en abril con una concentracion de
178.59 mg kg™.

Las macroalgas verdes tuvieron una concentraciéon promedio de Cu de 2.59 mg
kg'1, mientras que la mayor concentracién se observé en C. sertularioides en La
Estufa durante el mes de junio con un valor de 12.06 mg kg™. El grupo de las
macroalgas rojas exhibié una concentracién promedio de 1.18 mg Cu kg™”; G.
vermiculophylla presentd la mayor concentracién (3.10 mg Cu kg') en El

Conchalito en noviembre. En el pasto marino la concentracién promedio de Cu fue
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de 2.04 mg kg™, el maximo valor se encontré en abril con una concentracion de
4.68 mg kg™

Para el Se la concentracion promedio en las macroalgas verdes fue de 0.23 mg
kg™"; C. sertularioides presentd la mayor concentracion de este elemento (0.73 mg
kg") en El Conchalito en junio. Dentro del grupo de las macroalgas rojas el
promedio de concentracién de Se fue de 0.14 mg kg'1; H. cervicornis exhibi6 el
maximo valor (0.17 mg kg'1) en noviembre en La Boca. En el pasto marino la
concentracion promedio de Se fue de 0.07 mg kg'1, el maximo valor se encontr6
en abril con una concentracién de 0.074 mg kg™

Finalmente, para Cd en el grupo de las macroalgas verdes la concentracion
promedio fue de 0.47 mg kg'; el maximo valor se observé en febrero en C.
cuneatum en el Conchalito. Dentro del grupo de macroalgas rojas la concentracion
promedio de Cd fue de 0.70 mg kg™'; el maximo valor se observé en G. textorii en
El Conchalito en abril. En el pasto marino la concentracion promedio de Cd fue de
1.12 mg kg™, el maximo valor se encontrd en abril con una concentracion de 2.51

mg kg™
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Tabla Ill. Concentracion de elementos traza (mg kg™ peso seco) en macroalgas vy
pasto marino recolectados en tres sitios de Bahia Magdalena, Baja California Sur,
de noviembre del 2009 a junio del 2010.

Pb Cd Cu
N F A J N F A J N F A J N
LA ESTUFA
Clorophyta
C. cuneatum * * 8.43 9.22 * * <LD <LD * * 3.06 0.89 *
C. sertularioides * * <LD <LD * * <LD <LD * * 0.18  12.06 *
Rhodophyta
G.vermiculophylla ~ * 316 <LD 6.90 * <LD <LD  <LD * 079  0.90 1.83 *
EL CONCHALITO
Clorophyta
C. cuneatum * 15.64 3.05 * * 376  1.78 * * 218  0.16 * *
C. sertularioides  0.06 * 0.31 8.10 <LD * 0.31 1.59 * <LD 074 5.77 7.27
Rhodophyta
G.vermiculophylla 222 * <LD * <LD * 0.56 * 3.10 * 0.90 * 8.11
G. textorii * <LD <LD * * <LD 244 * * 0.87 0.73 * *
H. cervicornis * * <LD * * * 0.36 * * * 1.05 * *
Phaeophyta
D. flabellata * 8.80 * * * 433 * * * 2.01 * * *
LA BOCA
Clorophyta
C. cuneatum * * * 5.10 * * * <LD * * * 2.42 *
C. sertularioides * * * 5.01 * * * <LD * * * 4.76 *
U. lactuca 3.26 * 0.65 1.13 <LD * <LD <LD 1.71 * 4.70 0.67  25.06
C. amplivesiculatum  * * <LD 1.02 * * <LD <LD * * 2.09 2.40 *
Rhodophyta
G.vermiculophylla ~ * * * 1.13 * * * <LD * * * 0.74 *
G. textorii 1.51 * 2.82 * 1.48 * 1.77 * 1.50 * 1.82 *
H. cervicornis 4.30 * * * 1.68 * * * 0.81 * * * 7.88

Magnoliophyta

Z. marina * <LD 151 <LD * 043 251 0.45 * 0.62 4.68 0.85 *
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Zn Fe Se
N F A J N F A J N F A
LA ESTUFA
Chlorophyta
C. cuneatum * * 43.55 6.41 * * 122.80 447.76 * * *
C. sertularioides * * 10.72  18.85 * * 262.18  354.69 * * 0.20 0.15
Rhodophyta
G.vermiculophylla ~ * 458 831 12.26 * 152.86 410.98 291.63 * 024  0.03
EL CONCHALITO
Clorophyta
C. cuneatum * 17.98  12.22 * * 1118.40 344.18 * * * 0.22
C. sertularioides  7.27 * 1479  19.72  511.86 * 208.33 843.68 020 * 0.38 0.73
Rhodophyta
G.vermiculophylla  8.11 * 40.54 * 156.12 * 61.51 * 0.08 0.07
G. textorii * 1571 8.38 * * 129.69  50.3 * * * 0.11
H. cervicornis * * 6.95 * * * 348.80 * 0.17 0.10
Phaeophyta
D. flabellata * 14.08 * * * 560.11 * * * 091 ¥
LA BOCA
Chlorophyta
C. cuneatum * * * 11.00 * * * 205.21 * * * 0.16
C. sertularioides * * * 29.52 * * * 344.98 * * * 0.26
U. lactuca 25.06 * 13.34 1918  204.54 * 7952 355.50 o010 * 0.03 0.21
C. amplivesiculatum  * * 1862  16.49 * * 139.43 887.95 * * 0.06 0.26
Rhodophyta
G.vermiculophylla ~ * * * 9.87 * * * 68.93 0.07  0.30 0.11
G. textorii * 22.80 * 16.40 * 92.95 * 84.06 * * * 0.19
H. cervicornis 7.88 * * * 470.58 * * * * * *
Magnoliophyta
Z. marina * 1439  17.27 8.82 * 98.40 17859  91.41 * 0.07  0.10 0.04

N, noviembre; F, febrero; A, abril; J, junio. Negritas: valores mas altos de cada

elemento por mes de colecta. <LD, por abajo del limite de deteccidn.

disponible.

*

, muestra no
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7.3. ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Division Rhodophyta

Durante el mes de noviembre en el Conchalito se encontrdé una mayor actividad de
SOD en G. vermiculophylla en comparacion con G. textorii y H. cervicornis
(p=0.0002), asi como una menor actividad de GST y GPx (p=0.006 y p=0.003,
respectivamente) y una mayor actividad de GR (p=0.006) en H. cervicornis que en
G. textorii y G. vermiculophylla (Fig. 4A y 5A). La actividad de SOD y GR fue
mayor en las muestras de G. vermicullophylla colectadas en El Conchalito que en
La Boca (p=0.001 y p=0.042, respectivamente) (Fig. 4A y 5A).

En febrero en El Conchalito no se encontraron diferencias significativas en la
actividad de los indicadores de estrés oxidativo entre G. vermiculophylla y G.
textorii (Figs. 4 y 5). En el mismo mes en la Boca, la actividad de SOD, GPx, y GR
fue significativamente mayor (p=0.002, p=013, y p=0.002, respectivamente) y la de
GST fue significativamente menor (p=0.043) en G. textorii que en G.
vermiculophylla (Fig. 4A'y 5A, B). En G. vermicullophylla en febrero la actividad de
SOD fue significativamente mayor en La Estufa y en El Conchalito (p=0.0009) que
en La Boca; la actividad de GST fue significativamente menor en las muestras
colectadas en La Estufa que en aquellas colectadas en El Conchalito y La Boca
(p=0.013). La actividad de GPx fue significativamente menor en los ejemplares de
G. vermiculophylla colectados en La Boca que en aquellas del Conchalito
(p=0.020). La actividad de GR fue significativamente mayor en G. vermiculophylla
en las muestras de La Estufa que en aquellas pertenecientes a los otros dos sitios
(p=0.001) (Fig. 5B).

En abril en ElI Conchalito se encontré mayor actividad de GR en G. vermiculophylla
que en G. textorii y en H. cervicornis (p=0.006) (Fig. 5B). No se encontraron
diferencias significativas en las actividades de SOD, GST, y GPx entre especies
(p=0.467, p=0.404, y p= 0.081, respectivamente). En G. vermiculophylla se
encontré que la actividad de SOD, GR y GPx fue mayor en el Conchalito que en
La Estufa (p=0.003, p=0.015, y p=0.026, respectivamente).
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En junio en El Conchalito, la actividad de GPx fue significativamente mayor en G.
vermiculophylla que en H. cervicornis (p=0.049); no se detectaron diferencias
significativas entre especies para el resto de las enzimas. En este mes en La
Boca, la actividad de SOD y GR fue mayor en H. cervicornis que en G.
vermiculophylla y G. textorii (p=0.017 y p=0.001); la actividad de GST fue mayor
en G. textorii en comparaciéon con las otras dos especies (p=0.035) (Figs. 4 y 5).
En este mismo mes, la actividad de SOD en G. vermiculophylla fue
significativamente mayor en La Estufa (p=0.0005); mientras que, la actividad de
GST y GPx fue menor en el Conchalito que en La Estufa y La Boca (p=0.005)
(Figs. 4 y 5). En H. cervicornis la actividad de GPx y GR fue significativamente
mayor en La Boca (p=0.001 y p=0.028, respectivamente) que en El Conchalito
(Fig. 5).

Para evaluar la significancia de la variabilidad estacional sobre el sistema
antioxidante de las macroalgas rojas, se hicieron comparaciones en cada uno de
los sitios. En el Conchalito, H. cervicornis presentd una mayor actividad de GPx en
abril (p=0.0004), y de GR en el mes de noviembre (p=0.041) (Fig. 5). En este
mismo sitio, la actividad de GST en G. textorii fue significativamente mayor en
noviembre en comparacién con febrero y abril (p=0.007); no se detectaron
diferencias en el resto de las enzimas. En La Boca G. textorii presentd una mayor
actividad de GR en febrero (p=0.004); mientras que se detectd6 mayor actividad de
GST y GPx en junio (p=0.001 y p=0.041) (Figs. 4 y 5).

Las muestras de G. vermiculophylla colectadas en La Estufa en junio, presentaron
mayor actividad de SOD, GST y GPx que aquellas de febrero y abril (p=0.00001,
p=0.00004, y p=0.0001, respectivamente) (Figs. 4 y 5). En El Conchalito, para G.
vermiculophylla |la actividad de SOD fue significativamente mayor en noviembre en
comparaciéon con los otros meses de muestreo (p=0.001) (Figs. 4 y 5). En La
Boca, G. vermiculophylla present6 una mayor actividad de SOD y GR en junio en
comparaciéon con febrero y noviembre (p=0.003 y p=0.014, respectivamente); la
actividad de GPx fue significativamente menor en febrero en comparacion con el

resto de los meses muestreados (p=0.018) (Figs. 4y 5).
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Figura 4. Actividad enzimatica (unidades mg” de proteina) de A) superoxido
dismutasa (SOD) y B) glutation S-transferasa (GST) en tres especies de
macroalgas rojas (Hypnea cervicornis, H.c; Gracilaria textorii, G.t; Gracilaria
vermicullophyla, G.v) colectadas en tres sitios de Bahia Magdalena, Baja
California Sur, de noviembre del 2009 a junio del 2010. Los datos se presentan
como promedio + error estandar. Letras minusculas denotan diferencias
significativas (p<0.05) entre especies (mismo sitio) (a) vs G.t, (b) vs H.c, (c) vs G.v;
letras mayusculas denotan diferencias significativas (p<0.05) entre sitios (misma
especie) (A) vs La Estufa, (B) vs Conchalito, (C) vs La Boca, y simbolos denotan
diferencias significativas (p<0.05) entre meses de colecta (*) vs noviembre, (A) vs
febrero, (°) vs abril, (#) vs junio.
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Figura 5. Actividad enzimatica (unidades mg”' de proteina) de A) glutation
reductasa (GR) y B) glutation peroxidasa (GPx) en tres especies de macroalgas
rojas (Hypnea cervicornis-H.c, Gracilaria textorii- G.t, Gracilaria vermicullophyla-
G.v) colectadas en tres sitios de Bahia Magdalena, Baja California Sur, de
noviembre del 2009 a junio del 2010. Los datos se presentan como promedio +
error estandar. Letras minusculas, denotan diferencia significativa (p<0.05) entre
especies (mismo sitio) (a) vs G.t; (b) vs H.c; (c) vs G.v; letras mayusculas denotan
diferencia significativa (p<0.05) entre sitios (misma especie) A) vs La Estufa; (B) vs
Conchalito; (C) vs La Boca, y simbolos denotan diferencia significativa (p<0.05)
entre meses; (*) vs noviembre; (A) vs febrero; (°) vs abril; (#) vs junio.
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Division Chlorophyta

En febrero la actividad de SOD en C. cuneatum fue mayor en las muestras
colectadas en La Estufa que en aquellas del Conchalito (p=0.049) (Fig. 6A). No se
encontraron diferencias significativas en la actividad de GST (p=0.867), GPx
(p=0.216), ni GR (p=0.935) entre sitios para esta especie (Figs. 6By 7).

En abril en la Estufa se detect6é mayor actividad de SOD y menor actividad de GPx
en C. cuneatum que en C. sertularioides (p= 0.049, y p=0.047, respectivamente);
para el resto de las enzimas no se encontraron diferencias significativas entre
especies (Figs. 6 y 7). En el mismo mes en el Conchalito, se detect6 mayor
actividad de SOD en C. cuneatum que en C. sertularioides (p=0.049), mientras
que en la Boca la actividad de SOD, GST, y GPx fue significativamente mayor en
U. lactuca que en C. amplivesiculatum (p=0.049, p=0.0004, p=0.005,
respectivamente) (Figs.6 y 7). En este mismo mes en C. cuneatum se encontrd
que la actividad de SOD, GST y GPx fue mayor en el Conchalito que en la Estufa
(p=0.049, p=0.016, y p=0.006, respectivamente); no se encontraron diferencias
significativas en la actividad de GR entre sitios (p=0.929) (Figs. 6y 7).

En junio en la Estufa no se encontraron diferencias significativas en la actividad de
las enzimas antioxidantes entre C. cuneatumy C. sertularioides (Figs.6 y7). En La
Boca, la actividad de GPx fue significativamente menor (p=0.00001), y la actividad
de GR fue significativamente mayor en C. amplivesiculatum en comparaciéon con
C. cuneatum y C. sertularioides (p=0.0001) (Fig. 7B). En este mismo mes en las
muestras de C. cuneatum la actividad de SOD y GPx fue significativamente mayor
en La Estufa que en La Boca (p=0.049, y P=0.025, respectivamente); no se
encontraron diferencias significativas en la actividad de GST, ni de GR (p=0.541,
p=0.747, respectivamente) (Figs. 6 y 7). Para C. sertularoides se encontrd que la
actividad de SOD y GPx fue mayor en La Estufa en comparacién con los otros dos
sitios (p=0.0439, y p=0.009, respectivamente) (Figs. 6A 'y 7B).

Para evaluar la significancia de la variabilidad estacional sobre el sistema
antioxidante de las macroalgas verdes, se hicieron comparaciones en cada uno de

los sitios. En la Estufa, C. cuneatum present6 una mayor actividad de SOD, GST
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y GPx en junio en comparacion con febrero y abril (p= 0.049, p= 0.010, y p=
0.0001, respectivamente) (Figs. 6 y 7B). En El Conchalito esta misma especie
presenté una mayor actividad de SOD, GST, y GPx en abril en comparacién con
febrero (p=0.049, p=0.021, y p=0.009, respectivamente) (Figs. 6 y 7B). En este
mismo sitio la actividad de SOD, GPX y GR en las muestras de C. sertularoides
fue significativamente mayor en noviembre que en abril y junio (p=0.0329,
p=0.001, y p=0.005, respectivamente). En La Boca, U. lactuca presentd una
mayor actividad de SOD en noviembre que en abril y junio (p=0.0273), mayor
actividad de GPX en abril que en noviembre y junio (p=0.0001) y de GST en abril
que en junio y noviembre (p=0.010) (Figs. 6 y 7). En este mismo sitio C.
amplivesiculatum presentdé una mayor actividad de GST (p=0.016) en junio en
comparaciéon con abril, mientras que la actividad de GPx fue mayor en abril en

comparacion con junio (p=0.013) (Fig. 7B).
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Figura 6. Actividad enzimatica (unidades mg” de proteina) de A) superdxido
dismutasa (SOD) y B) glutation S-transferasa (GST) en cuatro especies de
macroalgas verdes (Codium amplivesiculatum-C.a, Codium cuneatum-C.c,
Caulerpa sertularioides-C.s, Ulva lactuca-U.l) colectadas en tres sitios de Bahia
Magdalena, Baja California Sur, de noviembre del 2009 a junio del 2010. Los datos
se presentan como promedio * error estandar. Letras minusculas, denotan
diferencia significativa (p<0.05) entre especies (mismo sitio) (a) vs C.a; (b) vs C.c;
(c) vs C.s (d) vs U.I; letras mayusculas denotan diferencia significativa (p<0.05)
entre sitios (misma especie) A) vs La Estufa; (B) vs Conchalito; (C) vs La Boca, y
simbolos denotan diferencia significativa (p<0.05) entre meses; (*) vs noviembre;
(A) vs febrero; (°) vs abril; (#) vs junio.
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Figura 7. Actividad enzimatica (unidades mg” de proteina) de A) glutation
reductasa (GR) y B) glutation peroxidasa (GPx) en cuatro especies de macroalgas
verdes (Codium amplivesiculatum-C.a, Codium cuneatum-C.c  Caulerpa
sertularioides-C.s, Ulva lactuca-U.l) colectadas en tres sitios de Bahia Magdalena,
Baja California Sur, de noviembre del 2009 a junio del 2010. Los datos se
presentan como promedio * error estandar. Letras minusculas, denotan diferencia
significativa (p<0.05) entre especies (mismo sitio) (a) vs C.a; (b) vs C.c; (c) vs C.s
(d) vs U.l; letras mayusculas denotan diferencia significativa (p<0.05) entre sitios
(misma especie) A) vs La Estufa; (B) vs Conchalito; (C) vs La Boca, y simbolos
denotan diferencia significativa (p<0.05) entre meses; (*) vs noviembre; (A) vs
febrero; (°) vs abril; (#) vs junio.
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Division Phaeophyta

En febrero, la actividad de las enzimas SOD y GPx fue significativamente mayor
en las muestras de D. flabellata colectadas en La Estufa que en El Conchalito o La
Boca (p=0.001, p=0.0004, respectivamente); la actividad de GR fue
significativamente mayor en La Boca que en La Estufa y El Conchalito (p=0.050);
la actividad de GST fue significativamente menor en El Conchalito en comparacion
con La Estufa y La Boca (p=0.007) (Fig. 8B). Durante abril, no se encontraron
diferencias significativas entre sitios de colecta (La Estufa y EI Conchalito) en la
actividad de las enzimas antioxidantes SOD (p=0.990), GST (p=0.920), GR
(p=0.99), ni GPx (p=0.787) en las muestras de D. flabellata (Fig. 8).

Al evaluar la variabilidad temporal para D. flabellata colectada en El Conchalito, se
encontré que las actividades de SOD y GPx fueron significativamente mayores
durante los meses de noviembre y abril con respecto a febrero (p=0.0001); la
actividad de GST fue menor durante febrero en comparacion con noviembre
(p=0.016), mientras que la actividad de GR fue significativamente mayor durante
noviembre que en los otros dos meses (p=0.0001) (Fig. 8C). En La Estufa, para
esta especie, se encontré una mayor actividad de SOD en abril que en febrero
(p=0.025) (Fig. 8A).
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Figura 8. Actividad enzimatica (unidades mg” de proteina) de A) superoxido
dismutasa (SOD), B) glutation S-transferasa (GST), C) glutatién reductasa (GR), y
D) glutation peroxidasa (GPx) en Dyctiota flabellata colectadas en tres sitios de
Bahia Magdalena, Baja California Sur, de noviembre del 2009 a febrero del 2010.
Los datos se presentan como promedio + error estandar. Letras mayusculas
denotan diferencia significativa (p<0.05) entre sitios A) vs La Estufa; (B) vs
Conchalito; (C) vs La Boca, y simbolos denotan diferencia significativa (p< 0.05)
entre meses; (*) vs noviembre; (A) vs febrero; (°) vs abril; (#) vs junio.
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Pasto marino

En el pasto marino Z. marina colectado en La Boca se encontr6 una mayor
actividad de las enzimas SOD, GST y GR en junio con respecto a febrero y abril
(p=0.002, p=0.048, p=0.002, respectivamente); no se encontraron diferencias
significativas en la actividad de la enzima GPx entre los meses de colecta
(p=0.232) (Fig. 9).
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Figura 9. Actividad enzimatica (unidades mg” de proteina) de A) superoxido
dismutasa (SOD), B) glutation S-transferasa (GST), C) glutation reductasa (GR), y
C) glutation peroxidasa (GPx) en el pasto marino, Zostera marina, colectado en La
Boca, Bahia Magdalena, Baja California Sur. Los datos se presentan como media
* error estandar. Las letras diferentes denotan diferencias significativas (p <0.05).
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7.4. ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Los valores del contenido de polifenoles y vitamina C en los extractos obtenidos a
partir de las muestras de macroalgas y pasto marino colectadas en diferentes
sitios y meses de muestreo en Bahia Magdalena se muestran en las Tablas IV yV.
El contenido de antioxidantes no enzimaticos analizado en las macroalgas varié de
acuerdo al grupo. El contenido de polifenoles en el alga café y en el pasto marino
exhibieron los valores mas altos con 70.3 ug GAE g' vy 106.7 yg GAE g™,
respectivamente (p=0.025). Las macroalgas verdes tuvieron mayor contenido de
vitamina C con una concentracion promedio de 2.86 mg g™ en comparacion con el

resto de los grupos (p=0.0002).

Division Rhodophyta

Dentro del grupo de las macroalgas rojas, en noviembre en El Conchalito el
contenido de polifenoles en G. vermiculophylla fue significativamente mayor que
en G. textorii y H. cervicornis (p=0.0001). En junio en EI Conchalito, el contenido
de polifenoles fue mayor en G. vermiculophylla en comparacion con H. cervicornis
(p=0.0007); de manera similar, en La Boca el contenido de polifenoles fue
significativamente mayor en G. vermiculophylla en comparacion con G. textoriiy H.
cervicornis (p=0.007) (Tabla V).

Para evaluar la significancia de la variabilidad estacional sobre los antioxidantes
no enzimaticos de las macroalgas rojas G. vermiculophylla'y G. textorii se hicieron
comparaciones en cada uno de los sitios. El contenido de polifenoles en G.
vermiculophylla en EI Conchalito en junio fue significativamente mayor en
comparaciéon con el resto de los meses muestreados (Tabla V). G. textorii en el
Conchalito presenté los valores mas bajos de polifenoles en noviembre en
comparacioén con febrero y abril (p=0.0001); en La Boca, esta misma especie tuvo

mayor contenido de polifenoles en febrero en comparacion con junio (p=0.0003).
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Division Chlorophyta

En el grupo de las macroalgas verdes colectadas en noviembre, febrero y junio no
se encontraron diferencias significativas en el contenido de vitamina C entre sitios
ni entre especies (Tabla IV). En abril en El Conchalito C. cuneatum presento
mayor contenido de vitamina C en comparacion con C. sertularioides (p=0.0003);
mientras que en La Boca el contenido de la vitamina C en C. amplivesiculatum fue
significativamente mayor en comparacion con U. lactuca (p=0.000001). Cabe
mencionar que la macroalga verde C. amplivesiculatum presento los valores mas
altos de vitamina C en comparacion con el resto de las especies analizadas (Tabla
V).

Para evaluar la significancia de la variabilidad estacional sobre el contenido de
vitamina C de las macroalgas se hicieron comparaciones en cada uno de los sitios
cuando los datos lo permitieron. C. sertularioides en El Conchalito presenté un
mayor contenido de vitamina C en junio en comparacién con abril (p=0.0005); por
otro lado, el contenido de esta vitamina en U. lactuca en junio fue
significativamente mayor en comparacion con abril y noviembre (p=0.020) (Tabla
V).

Dentro del grupo de macroalgas verdes, en febrero no se detectaron diferencias
en el contenido de polifenoles entre las muestras de C. cuneatum colectadas en
La Estufa y el Conchalito (p=0.702); en abril en la Estufa se encontr6 un mayor
contenido de polifenoles en C. sertularioides que en C. cuneatum (p=0.024). En
este mismo mes en La Boca U. lactuca presentd6 menor contenido de polifenoles
que C. amplivesiculatum (p=0.041). Se observé un mayor contenido de polifenoles

en C. sertularioides en La Estufa que en El Conchalito (p=0.007) (Tabla V).
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Tabla IV. Contenido de vitamina C (mg g de tejido) en macroalgas y pasto
marino colectados en tres sitios de Bahia Magdalena, Baja California Sur, de
noviembre del 2009 a junio del 2010.

Grupo Especie Mes Vitamina C
La Estufa El La Boca
- Conchalito
" Rhodophyta G.vermicullophyla noviembre - 124+077 185029
febrero 1.60 £ 0.04 1.24 + 0.36 -
abril - - -
G. textorii febrero - 1.61+0.32 1.24 +0.47
abril - 1.20 + 0.44 -
junio
H. cervicornis noviembre - 1.61+0.13 -
abril - 1.19 + 0.54 -
junio - 1.05+0.61
Chlorophyta C. sertularoides abril - 1.39 +0.10# -
junio 1.65+1.27  2.14+0.02 -
C abril - - 8.71+0.11d
amplivesiculatum junio - - 5.39 +3.69
C. cuneatum febrero 2.17+0.64 - -
abril 1.0+0.13¢ 3.77 £ 0.49 -

junio 1.2 £0.29 -

U. lactuca noviembre - - 1.20 £ 0.34

abril - - 1.62 + 0.05

junio 2.17 £ 0.10*
Phaeophyta D. flabellata febrero - 2.32+0.25° -
abril - 1.59 + 0.04 -

Magnoliophyta Z. marina febrero - - 1.22 £ 0.56

abril - - 1.92 +0.31

junio 1.21 £0.75

Los datos se presentan como promedio * desviacion estandar. Letras minusculas,
denotan diferencia significativa (p<0.05) entre especies (mismo sitio) (a) vs C.a; (b)
vs C.c; (c) vs C.s (d) vs U.l; letras mayusculas denotan diferencia significativa
(p<0.05) entre sitios (misma especie) A) vs La Estufa; (B) vs Conchalito; (C) vs La
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Boca, y simbolos denotan diferencia significativa (p<0.05) entre meses; (*) vs
noviembre; (A) vs febrero; (°) vs abril; (#) vs junio.

En junio, en La Estufa C. sertularioides tuvo mayor contenido de polifenoles en
comparacioén con C. cuneatum (p=0.007). En La Boca, de las cinco especies
colectadas U. lactuca fue la especie con el menor contenido de polifenoles
(p=0.002) (Tabla V). En este mismo mes C. sertularioides se encontré el mayor
contenido de polifenoles en La Estufa en comparacion con los otros dos sitios
(p=0.003) (Tabla V).

Para evaluar la significancia de la variabilidad estacional sobre los antioxidantes
no enzimaticos de las macroalgas verdes C. sertularioides y C. amplivesiculatum
se hicieron comparaciones en cada uno de los sitios. C. sertularioides colectado
en La Estufa en el mes de junio presentdé un mayor contenido de polifenoles en
comparacién con abril (p=0.0008); C. amplivesiculatum en La Boca en junio

presenté mayor contenido de polifenoles en comparaciéon con abril (p=0.001).

Division Phaeophyta

La macroalga D. flabellata presentd mayor contenido de vitamina C en febrero en
comparacion con abril (p=0.005) (Tabla V). El contenido de polifenoles en la
macroalga café D. flabellata en abril en El Conchalito fue significativamente mayor

en comparacién con noviembre y febrero (p=0.003).
Pasto marino

En el pasto marino colectado en La Boca en junio se observd un mayor contenido

de polifenoles con respecto a febrero y abril (p=0.001).
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Tabla V. Contenido de polifenoles (ug de equivalentes de acido galico g'1 de
tejido) en macroalgas y pasto marino colectados en tres sitios de Bahia

Magdalena, Baja California Sur, de noviembre del 2009 a junio del 2010.

Grupo

Especie

Rhodophyta G. vermicullophyla

Chlorophyta

Phaeophyta

Magnoliophyta

G. textorii

H. cervicornis

C. sertularoides

C. amplivesiculatum

C. cuneatum

U. lactuca

D. flabellata

Z. marina

Mes

noviembre
febrero
abril
junio

noviembre
febrero
abril
junio

noviembre
abril
junio

noviembre
abril
junio

abril
junio

febrero
abril
junio

noviembre
abril
junio

noviembre
febrero
abril

febrero
abril
junio

Polifenoles

La Estufa

47.7+£10.0
38.6+ 3.9
441+ 9.7

64.8+2.3
105.9+9.2

50.6 £ 14.0
353+ 99
58.1+10.1

66.4 +16.5

El Conchalito

471+ 7.7
483+ 3.8
365+ 1.7
77.3+12.1

183+ 2.5
488+ 7.7
438+ 3.2

184+ 0.5
39.6+ 3.2
324+ 18

46.1+125
57.2+126
759+ 5.7

463 125
41.0+ 43

411+ 95
71.8+ 8.0
82.4+£10.7

La Boca

443 +£10.1
46.0+ 7.3

51.0+ 438

555+ 0.4

28.7+ 2.8

529+13.0

60.2 +10.2

37.7+ 2.3
60.2+ 44

498+ 3.5

269+ 2.8
31.0+ 3.1
309+ 7.5

89.9+ 4.8

105.2+21.4
814+ 9.0
133.5+ 45

Los datos se presentan como promedio + desviacion estandar. Letras minusculas,
denotan diferencia significativa (p<0.05) entre especies (mismo sitio) (a) vs C.a; (b)
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vs C.c; (c) vs C.s (d) vs U.l; letras mayusculas denotan diferencia significativa
(p=<0.05) entre sitios (misma especie) A) vs La Estufa; (B) vs Conchalito; (C) vs La
Boca, y simbolos denotan diferencia significativa (p<0.05) entre meses; (*) vs
noviembre; (A) vs febrero; (°) vs abril; (#) vs junio.

7.5. DANO OXIDATIVO

Division Rhodophyta

De las macroalgas rojas colectadas en El Conchalito en noviembre, H. cervicornis
presento niveles significativamente mas bajos de TBARS en comparacion con G.
textorii y G. vermiculophylla (p=0.036), mientras que en junio H. cervicornis
presento niveles significativamente mayores de TBARS en comparacion con G.
vermiculophylla (p=0.002) (Fig. 10A). En La Boca en febrero, G. textorii presento
niveles significativamente mas altos de carbonilos protéicos en comparacion con
G. vermiculophylla (p=0.050) (Fig. 10B). En la Boca en junio H. cervicornis
presento niveles significativamente mayores de TBARS en comparacion con G.
vermiculophyllay G. textorii (p=0.032) (Fig. 10A).

Al evaluar la significancia de la variabilidad estacional sobre los indicadores de
dafio oxidativo, se observd que la especie G. textorii en ElI Conchalito presentd
niveles de TBARS mas bajos en abril en comparacion con noviembre y febrero
(p=0.0001) (Fig. 10A). G. vermiculophylla en La Estufa presenté valores
significativamente mayores de carbonilos protéicos en febrero que aquellos en
abril y junio (p=0.037) (Fig. 10B). En EIl Conchalito, los niveles de TBARS en esta
misma especie fueron significativamente mayores en noviembre y febrero en
comparaciéon con abril y junio (p=0.015) (Fig. 10A). Para G. vermiculophylla en La
Boca, los niveles de TBARS fueron significativamente mayores en junio y

noviembre en comparacion con febrero (p=0.018) (Fig. 10A).
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Figura 10. Niveles de A) peroxidacién de lipidos (TBARS, nmol mg™ de proteina)
y B) carbonilos protéicos (nmol mg™” de tejido) en tres especies de macroalgas
rojas (Hypnea cervicornis- H.c, Gracilaria textorii- G.t, Gracilaria vermicullophyla-
G.v) colectadas en tres sitios de Bahia Magdalena, Baja California Sur, de
noviembre del 2009 a junio del 2010. Los datos se presentan como promedio *
error estandar. Letras minusculas, denotan diferencia significativa (p<0.05) entre
especies (mismo sitio) (a) vs G.t; (b) vs H.c; (c) vs G.v; letras mayusculas denotan
diferencia significativa (p<0.05) entre sitios (misma especie) A) vs La Estufa; (B) vs
Conchalito; (C) vs La Boca, y simbolos denotan diferencia significativa (p<0.05)
entre meses; (*) vs noviembre; (A) vs febrero; (°) vs abril; (#) vs junio.
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Division Chlorophyta

En las macroalgas verdes, en el mes de febrero en C. cuneatum no se
encontraron diferencias entre sitios en los indicadores de dafio oxidativo (Fig. 11).
En el mes de abril en La Estufa, C. sertularioides presentd mayores niveles de
TBARS vy carbonilos protéicos que C. cuneatum (p=0.004 y p=0.049,
respectivamente) (Fig. 11). En este mismo mes en El Conchalito, C. cuneatum
presenté mayores niveles de carbonilos protéicos que en La Estufa (p=0.049) (Fig.
11B). En abril en La Boca, U. lactuca presentd valores mas altos de TBARS y
carbonilos protéicos en comparacion con C. amplivesiculatum (p=0.035 y p=0.049,
respectivamente) (Fig. 11). En este mismo mes C. cuneatum y C. sertularioides
presentaron los mayores niveles de carbonilos protéicos en ElI Conchalito y en La
Estufa (p=0.048 y p=0.049, respectivamente) (Fig. 11B).

En junio, en La Estufa no se encontraron diferencias entre especies en los
indicadores de dafo oxidativo. En La Boca, los niveles de carbonilos protéicos en
U. lactuca fueron significativamente mayores que en C. amplivesiculatum, C.
sertularioides, y C. cuneatum (p=0.0379). Las muestras de C. sertularioides
colectadas en La Estufa presentaron valores mas bajos de TBARS que aquellas
colectadas en El Conchalito y La Boca (p=0.048) (Fig. 11A).

Al evaluar la significancia de la variabilidad estacional sobre los indicadores de
dafo oxidativo, se observd que la especie C. sertularioides en La Estufa present6
mayores niveles de carbonilos protéicos en abril que en junio; sin embargo, se
observaron mayores niveles de TBARS en junio que en abril (p=0.018 y p=0.049,
respectivamente) (Fig. 11). Esta misma especie en El Conchalito presentd los
valores mas altos de TBARS en noviembre y junio en comparacion con abril
(p=0.0003) (Fig. 11). C. cuneatum en La Estufa present6 valores mas altos de
TBARS en junio en comparaciéon con febrero y abril (Fig. 11A). En muestras de
esta misma especie colectadas en EI Conchalito se observaron valores
significativamente mayores de carbonilos protéicos en abril en comparacién con
febrero (p=0.049) (Fig. 11).
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Figura 11. Niveles de A) peroxidacién de lipidos (TBARS, nmol mg™' de proteina)
y B) carbonilos protéicos (nmol mg™ de tejido) en cuatro especies de macroalgas
verdes (Codium amplivesiculatum- C.a, Codium cuneatum- C.a, Caulerpa
sertularioides- C.s, Ulva lactuca- U.l) colectadas en tres sitios de Bahia
Magdalena, Baja California Sur, de noviembre del 2009 a junio del 2010. Los datos
se presentan como promedio + error estandar. Letras minusculas, denotan
diferencia significativa (p<0.05) entre especies (mismo sitio) (a) vs C.a; (b) vs C.c;
(c) vs C.s (d) vs U.I; letras mayusculas denotan diferencia significativa (p<0.05)
entre sitios (misma especie) A) vs La Estufa; (B) vs Conchalito; (C) vs La Boca, y
simbolos denotan diferencia significativa (p<0.05) entre meses (*) vs noviembre;
(A) vs febrero; (°) vs abril; (#) vs junio.
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Division Phaeophyta

En febrero en La Boca, D. flabellata present6 niveles significativamente mayores
de carbonilos protéicos en comparacion con El Conchalito (p=0.013) (Fig. 12B). Al
evaluar la significancia de la variabilidad estacional sobre los indicadores de dafio
oxidativo, los niveles de TBARS en EI Conchalito en noviembre fueron
significativamente mayores en comparacion con febrero y abril (p=0.0169) (Fig.
12A).
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Figura 12. Niveles de A) peroxidacién de lipidos (TBARS, nmol mg™' de proteina)
y B) carbonilos protéicos (nmol mg™ de tejido) en Dyctiota flabellata colectadas en
tres sitios de Bahia Magdalena, Baja California Sur, de noviembre del 2009 a
febrero del 2010. Los datos se presentan como promedio * error estandar. Letras
mayusculas denotan diferencia significativa (p<0.05) entre sitios A) vs La Estufa;
(B) vs Conchalito; (C) vs La Boca, y simbolos denotan diferencia significativa
(p<0.05) entre meses; (*) vs noviembre; (A) vs febrero; (°) vs abril; (#) vs junio.
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Pasto marino

Los niveles de TBARS encontrados en Z. marina colectada en La Boca fueron
significativamente mayores en junio que en febrero (p=0.006) (Fig. 13) No se
detectaron diferencias significativas por temporada de colecta en la concentracion

de carbonilos protéicos en Z. marina (p=0.339).
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Figura 13. Niveles de A) peroxidacién de lipidos (TBARS, nmol mg™' de proteina)
y B) carbonilos protéicos (nmol mg™' de tejido) en el pasto marino, Zostera marina,
colectado en La Boca, Bahia Magdalena, Baja California Sur, de febrero a junio
del 2010. Los datos se presentan como media + error estandar. Letras diferentes
denotan diferencia significativa (p<0.05).
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7.6. CORRELACIONES ENTRE LAS DEFENSAS ANTIOXIDANTES Y LOS
ELEMENTOS TRAZA

Combinando todas las especies colectadas, sin importar el grupo ni sitios, la
concentracion de Cu se correlacion6 positivamente con la actividad de la enzima
SOD vy los niveles de TBARS (p<0.040) (Tabla VI). Mientras que el Cd se
correlacion6 positivamente con los niveles de carbonilos protéicos (p=0.045). El Fe
y el Cu se correlacionaron positivamente con los niveles de TBARS (p=0.024 y
p=0.045, respectivamente).

Se hicieron correlaciones de acuerdo a la division taxondmica sin considerar sitio
ni temporada. Se muestran los valores de correlacion entre la actividad de las
enzimas antioxidantes y la concentracion de polifenoles en macroalgas verdes en
la Tabla V. El Zn se correlaciond negativamente con la actividad de la enzima GST
(p=0.026), mientras que el Fe se correlaciond positivamente con los niveles de
TBARS (p=0.002). En el grupo de las macroalgas rojas sélo se encontraron
correlaciones positivas entre la concentracion de Cu vy la actividad de la enzima
SOD (p=0.003), y de la concentracién de Pb con los niveles de TBARS (p=0.0 10)
(Tabla VI).
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Tabla VI. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la concentracién de los
elementos traza (mg kg”') y la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD,
superéxido dismutasa; GST, glutation S-transferasa; GPX, glutation peroxidasa;
GR, glutation reductasa), los niveles de antioxidantes no enzimaticos, y los niveles
de dafo oxidativo (PC, carbonilos protéicos; TBARS, peroxidacion de lipidos) para
(a) todas las especies, (b) macroalgas verdes, y (c) macroalgas rojas colectadas
en Bahia Magdalena de noviembre del 2009 a junio del 2010.

(a)
Pb Cd Cu Zn Fe Se

SOD 0.20 -0.21 0.48* 0.11 -0.18 -0.44
GST -0.27 0.01 0.10 0.19 -0.02 -0.34
GPx -0.29 0.08 -0.07 -0.20 -0.28 -0.42
GR 0.27 -0.39 -0.05 0.17 0.30 -0.06
PC -0.17 0.49* -0.26 -0.38 -0.33 0.1
TBARS 0.47 -0.12 0.48* 0.11 0.53* 0.1
FENOLES -0.31 -0.13 0.32 0.00 0.14 0.42
VITAMINA C -0.03 -0.40 0.22 0.22 0.25 -0.01
b)

Pb Cd Cu Zn Fe Se
SOD 0.02 -0.44 -0.14 -0.01 0.01 -0.36
GST -0.24 -0.22 -0.30 0.61* 0.53 -0.28
GPx -0.25 -0.18 -0.34 -0.39 -0.02 -0.28
GR -0.07 -0.15 -0.42 -0.22 0.30 -0.16
PC -0.15 0.28 -0.01 -0.06 0.20 0.23
TBARS 0.14 0.14 -0.02 -0.30 0.78* 0.08
FENOLES -0.26 0.36 0.25 -0.18 0.26 0.55
(c)

Pb Cd Cu Zn Fe Se
SOD 0.42 0.08 0.83* 0.18 -0.30 0.25
GST -0.15 -0.01 0.18 0.52 -0.56 -0.25
GPx 0.12 -0.13 0.62 0.11 -0.56 0.14
GR 0.32 -0.39 -0.03 0.10 0.10 0.02
PC -0.19 0.49 0.36 0.02 -0.45 0.36
TBARS 0.77* -0.32 0.35 0.19 -0.11 0.27
FENOLES -0.16 -0.45 0.05 0.00 -0.46 -0.02

* Correlacién estadisticamente significativa, p<0.05
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7.7. ANALISIS FACTORIAL

El analisis multivariado permite resumir la informacién contenida en una serie de
variables originales, a través de una serie de dimensiones compuestas o factores
con una minima perdida de informacién. A partir del analisis factorial se generaron
2 componentes que explicaron el 45.3% de la varianza de los datos. El analisis
factorial arrojo las cargas factoriales de los factores principales, y se consideraron
significativos aquellos valores mayores a 0.70 (Anexo Il). El factor 1 explico el
20.8% y se correlaciond significativamente con especies y grupo taxondmico,
mientras que la actividad de las enzimas SOD, GST y GPx fueron indicadores

significativos para el factor 2, explicando el 24.5% de la varianza.
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Figura 14. Proyeccion grafica del resultado del analisis multivariado de analisis
factorial. SOD, superéxido dismutasa; GST, glutation-S-transferasa; GPx, glutation
peroxidasa.
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8. DISCUSION

8.1 VARIACION ESPACIO-TEMPORAL EN LA CONCENTRACION DE
ELEMENTOS TRAZA EN MACROALGAS MARINAS

Se encontraron variaciones temporales en la concentracion de elementos traza
entre las diferentes especies de macroalgas analizadas en el presente estudio,
como se ha reportado para Bahia Magdalena y otras regiones del mundo (Villares
et al., 2005; Kalesh y Nair, 2006; Talavera-Saenz, et al., 2007; Astorga-Espafia et
al., 2008; Riosmena-Rodriguez et al., 2009). La mayor concentracion de
elementos traza en macroalgas y pasto marino fue observada en abril y junio. Lo
anterior esta probablemente relacionado a los eventos de surgencias que ocurren
durante la primavera y el inicio del verano en esta zona y que, en consecuencia,
favorecen la liberacion de elementos traza hacia la columna de agua, quedando
disponibles para la flora marina (Muioz-Barbosa et al., 2004). La presencia de
elementos traza en macroalgas marinas se asocia a la disponibilidad de éstos en
el medio circundante y a la capacidad de los organismos para incorporarlos y
bioacumularlos en los tejidos (Rodriguez-Meza et al., 2007).

Las especies pertenecientes a la divisibn Rhodophyta en la zona de Bahia
Magdalena han sido reportadas como el grupo con mayor capacidad de acumular
elementos traza al presentar los mayores valores de éstos (Meza-Rodriguez,
2005; Riosmena-Rodriguez et al., 2009). Sin embargo, en el presente estudio se
encontré que las especies pertenecientes a la Division Chlorophyta presentaron
una mayor cantidad de elementos traza en comparacion con las especies de la
Division Rhodophyta o Magnoliophyta. En la Bahia de la Paz las macroalgas
verdes tuvieron mayor concentracion de metales incluso que las macroalgas café
(Phaeophyta), las cuales se caracterizan por presentar una alta afinidad en la
absorcion y acumulacion de elementos traza (Rodriguez-Castaneda, 2006). Lo
anterior es debido a la presencia de polisacaridos cargados negativamente y de
compartimentos especiales (fisoides) que incrementan la absorcion de metales
(Salgado et al., 2005). Es posible que la condicién metabdlica, asi como la fase en

el ciclo de vida de cada especie, pueda estar influenciando la absorcion y
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acumulacién de metales (Lobban y Wynne, 1981). La susceptibilidad a la
absorcion de elementos traza también puede estar asociada a las caracteristicas
morfologicas de cada especie, como el tamafio del alga, el tipo de ramificacion, el
area expuesta e incluso la composicion quimica de la pared celular (Rodriguez-
Meza et al., 2007). En el presente estudio, la macroalga verde C. cuneatum
presentd concentraciones altas en mas de un metal (Pb, Cd, Zn y Fe). El género
Codium se caracteriza por presentar talos ramificados, erguidos y anatomia
corticada, ademas de que sus estructuras son relativamente mas simples que las
que caracterizan a las algas rojas (Bold y Wynne, 1985). Estas particularidades le
confieren una gran superficie de absorcidn que puede contribuir a la acumulacién
de elementos debido al contacto con la materia particulada suspendida (Lobban y
Harrison, 1997).

La acumulacion de elementos traza en las macroalgas es dependiente de factores
abibticos, entre los cuales destacan: la estacion del afo, la salinidad, el pH, la
temperatura de agua, la intensidad de radiacion solar; el tipo de metal, su
concentracion y la especiacion quimica en la que se encuentre, asi como de la
interaccion entre estos factores (Munda, 1984; Wang et al., 1999 Yu et al., 1999;
Wang y Dei, 2001; Kalesh y Nair 2006; Pinto et al., 2011) .

Los valores observados en este estudio para la concentracion de Cd, Se, Zn, Fe y
Cu en macroalgas y pasto marino fueron muy similares a lo reportado previamente
en este sitio por Riosmena-Rodriguez et al. (2009) y Rodriguez-Meza (2005). Los
valores encontrados en este estudio para Se y Zn se encontraron dentro de los
rangos reportados por Say (1990), Villares et al. (2005) y Astorga-Espana et al.
(2008) en macroalgas colectadas en zonas costeras de Chile y Espafia en
localidades consideradas como pristinas o con poco impacto antropogénico. Si
bien Bahia Magdalena puede considerarse sin impacto importante de origen
antropogénico, las caracteristicas geolégicas de la regiébn favorecen el
enriquecimiento de elementos como Cd, Cu y Fe (Rodriguez-Meza et al., 2007).
La Peninsula de Baja California destaca por la presencia de fosforita con origen

en la Formacién de San Gregorio o desde la plataforma continental, por lo cual la
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geologia debe ser considerada entre los factores de enriquecimiento de estos
elementos en Bahia Magdalena.

Para el grupo de las macroalgas verdes la concentracion promedio de Pb (6.92 mg
kg'1) estuvo por arriba de lo reportado en estudios anteriores (Rodriguez-Meza
2005; Riosmena-Rodriguez et al., 2009 (0.86 mg kg')), pero dentro de lo
publicado por Buo-Olayan y Subrahnmyam (1996; 6.5 y 8.5 mg Pb kg™) en
macroalgas verdes en la costa de Kuwait. El Pb es considerado un elemento de
origen urbano industrial, y téxico debido a que no se le conoce funcion bioldgica, y
su disponibilidad en las macroalgas podria favorecer su incorporacion hacia los
niveles tréficos superiores. Por lo cual, se recomienda el monitoreo de este
elemento ya que los niveles encontrados podrian estar indicando un problema de
contaminacion.

A nivel espacial, en La Estufa se encontraron las mayores concentraciones de Zn,
Pb y Cd. Estas elevadas concentraciones probablemente se deban en parte a las
caracteristicas propias de este sitio. Esta zona apenas es influenciada por
corrientes, mareas, y ha sido descrita por Gonzales-Ramos y Santos-Baca (2005)
como una entidad independiente y parcialmente aislada de la zona media y de la
boca del estero, por lo cual podria considerarse como un reservorio o zona de
depédsito. Adicionalmente, la existencia de dos fuentes de contaminacion
atmosférica: una planta termoeléctrica y una enlatadora, podrian contribuir a los
resultados observados, ya que las centrales térmicas de combustion pueden ser
fuentes de Pb (Loehr y Collias, 1984; Mejia et al., 2007).

Para todas las especies de macroalgas, incluyendo el pasto marino, se
encontraron mayores concentraciones de Zn y Fe en comparacion con el resto de
los elementos analizados. Estos resultados podrian indicar una mayor
biodisponibilidad de estos elementos en el area, aunque al ser micronutrientes
esenciales los valores obtenidos podrian asociarse a los requerimientos
metabodlicos de las macroalgas y pasto marino. En Bahia Magdalena las

concentraciones elevadas de Fe, Zn y otros elementos se asocian directamente
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con la fosforita proveniente del aporte continental o incluso del componente

sedimentario del ambiente marino adyacente (Rodriguez-Meza et al., 2007).

8. 2. DEFENSAS ANTIOXIDANTES

Las condiciones ambientales y su variacidon espacio-temporal son, en conjunto,
probablemente el factor limitante mas importante para la productividad vegetal. En
respuesta a ciertas condiciones ambientales, como hipoxia, radiacion UV vy
desecacion, la células vegetales aumentan la produccion de ERO (Coelho et al.,
2002; Dring, 2005). Si no son neutralizadas por moléculas antioxidantes, las ERO
pueden atacar lipidos, proteinas o acidos nucléicos y generar condiciones de
estrés oxidativo que pueden resultar en muerte celular. Para minimizar el potencial
dafo oxidativo, las macroalgas marinas han desarrollado una serie de
mecanismos de defensa, a través de la expresion y activacion del sistema
antioxidante (Aguilera et al., 2002; Dummermuth, 2003; Dring, 2005; Aguilera y
Rautenberger, 2011).

En este estudio se observd una variacién espacio-temporal en la actividad de las
enzimas antioxidantes en las macroalgas y pasto marino de Bahia Magdalena. Es
posible que esta variacidon esté relacionada con diversos factores, entre los que se
incluyen las condiciones del sitio, la variacion estacional en las condiciones
fisicoquimicas del ambiente, la presencia de elementos traza, y las caracteristicas
propias de cada especie.

Varios estudios han demostrado una correlacidén entre la capacidad antioxidante y
la distribucién vertical de las macroalgas (David y Pearson, 1996; Hanelt, 2001).
La diferencia observada en la actividad de las enzimas antioxidantes en las
macroalgas y pasto marino entre los sitios de colecta puede estar relacionada con
la profundidad. En varios estudios reportan la sensibilidad de las macroalgas en
funcién a la profundidad de distribucion, debido a que la irradiancia solar es
atenuada conforme penetra en la columna de agua (David y Pearson, 1996;
Hanelt et al., 1997b; Hanelt et al., 2001; Aguilera y Rautenberger, 2011). Asi lo
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confirman los resultados obtenidos, ya que se observa una diferencia en la
actividad de enzimas antioxidantes. En el sitio de La Estufa donde la profundidad
maxima es de un metro se observd una mayor actividad en las defensas
antioxidantes.

En la zona noroeste o de canales de Bahia Magdalena la temperatura y salinidad
se correlacionan con la batimetria del lugar presentando los valores mas altos en
las zonas de menor profundidad ubicados hacia la cabeza, en donde se localiza
La Estufa (Alvarez-Borrego et al., 1975). Las condiciones prevalecientes de
temperatura y salinidad en este sitio favorecen la produccion de ERO en
macroalgas (Dring, 2005; Aguilera y Rautenberger, 2011). De hecho, en las
especies colectadas en La Estufa, independientemente del grupo al que
pertenecieran, se observé una mayor actividad de SOD, GPx y, en algunos casos,
de GST en comparacion con los otros dos sitios. Los resultados de este trabajo
coinciden con reportes de patrones de zonacién de las macroalgas, en donde las
especies con mayor capacidad antioxidante estaran ocupando la zona intermareal
(Choo et al., 2004; Ross and Van Alstyne, 2007; Liu y Pang, 2010). Lo cual les
permitira enfrentar la sobreproduccion de ERO que pudieran estarse generando
como resultado de la interaccion entre las variables ambientales y las macroalgas.
Los resultados de este trabajo indican una variacion estacional en la respuesta
antioxidante de las macroalgas de Bahia Magdalena. Se ha sugerido que el
fotoperiodo, asi como los ciclos circadianos, modulan las defensas antioxidantes
(Cavalho et al., 2004). El incremento gradual en la actividad de las enzimas
antioxidantes en las macroalgas de febrero a noviembre, sugiere un
acondicionamiento en el tejido para tolerar los eventos estresantes (e.g.
incremento de temperatura, mayor radiacion solar) asociados a las condiciones
propias del verano (Fig. 6y 8).

Aunque, la temperatura es uno de los principales factores que controlan el
crecimiento y distribucién de las plantas (Lobban y Harrison, 1997), la interaccién
de dos o mas factores deben ser considerados. La diferencia de temperatura en

Bahia Magdalena durante este estudio fue de casi 5°C en La Estufa y de 3°C en



64

El Conchalito y La Boca entre el periodo mas frio (febrero y abril) y el célido (junio
y noviembre) (Tabla I). La interaccion del incremento en la temperatura y en la
radiacion solar durante el verano elevarian la produccion de ERO por el
incremento en la tasa de la fotosintesis; lo anterior sugiere un aumento en la
actividad de las enzimas antioxidantes, asi como los niveles de antioxidantes no
enzimaticos, para evitar situaciones de estés oxidativo. Los resultados de este
trabajo respaldan esta idea ya que en los meses de verano (junio y noviembre) se
observé una mayor actividad de las enzimas antioxidantes (SOD, GPx y GST) en
comparacion con los meses que corresponden a la temporada invierno-primavera
(febrero y abril) (Fig. 4-9). El metabolismo oxidativo en los organismos autoétrofos
se ve afectado en gran medida por la eficiencia fotosintética. Estd ampliamente
documentado que la mayor produccion de ERO en células vegetales se origina en
el cloroplasto, por lo cual en condiciones fotosintéticas los niveles de O, aumentan
y varios intermediarios de la cadena de transporte electronico se encuentran
reducidos, lo que aumenta el riesgo de la transferencia de energia y electrones
con la formacion de 'O, y O, (Asada, 1999). Se ha documentado que la
capacidad fotosintética de las macroalgas incrementa durante el verano, lo cual
supone una mayor produccién de ERO, por lo cual seria de esperarse que la
actividad de las enzimas incrementara bajo estas condiciones (Aguilera et al.,
2002; Bischof et al., 2002). La actividad de SOD se considera la primera linea de
defensa, dismutando el O,"; a continuaciéon, alguna enzima con funcion
peroxidasa (GPx, APx o CAT) se encarga de evitar la formacién de H,O,, ya que
esta molécula es capaz de inactivar enzimas clave en el ciclo de Calvin, de iniciar
las reacciones de peroxidacion de lipidos y pigmentos, e incluso si llega a
reaccionar con iones ferrosos, de llevar a la formacion de HO™ a través de la
reaccion de Fenton (Halliwell y Gutteridge, 1999).

La salinidad también puede tener un efecto en las defensas antioxidantes
(Pedersen 1984; Kumar et al., 2010). Estudios en U. lactuca (Sung et al., 2009),
Grateloupia turuturu y Palmaria palmata (Liu y Pang, 2010) mostraron una mayor

actividad de SOD, APx y GR al ser expuestas a condiciones de hipersalinidad. Si
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bien no se midi6 la salinidad en este trabajo, se tiene que reportado un incremento
de la salinidad y la temperatura hacia la cabeza de la zona del estero;
acentuandose en los meses de verano (Lluch-Belda et al., 2000).

Mayor actividad de las enzimas antioxidantes en junio en la Estufa (Figs. 4-9) y
mayor contenido de vitamina C y polifenoles (Tabla IV y V) sugiere un mecanismo
para contrarrestar la produccion de ERO resultado de Ilas variaciones en los
factores ambientales en este sitio. Se ha demostrado que la interaccién de alta
salinidad y temperatura tiene un efecto importante en el incremento de la tasa
fotosintética y generacion de ERO en macroalgas rojas (Phooprong et al., 2008).
En este estudio se detectd6 mayor actividad de las enzimas antioxidantes en las
macroalgas que presentaron mayor concentracion de Pb, Cu y Fe y mayores
niveles de TBARS (Fig. 10A y 11A). Elementos como Cd, Hg o Pb son
considerados como toéxicos, aun en bajas concentraciones ya que se desconoce
su funcion bioldgica y son capaces de promover condiciones de estrés oxidativo
(e.g. peroxidacion de lipidos y dafo a proteinas) (Pinto et al., 2003a; 2003b).

En junio, en los tejidos de G. vermiculophylla y C. cuneatum en La Estufa se
encontraron concentraciones elevadas de Pb con respecto al resto de los meses;
C. sertularioides presento6 valores elevados de Cu y Pb en ElI Conchalito en este
mismo mes en comparacién con los otros meses. La acumulacion de estos
elementos en los tejidos de ambas especies, el incremento en la actividad de
SOD, GPx y GST aunada al incremento en los niveles de TBARS indican una
condicién de estrés oxidativo, a pesar del aumento en la actividad enzimatica
(Livingstone, 2001; Collén et al., 2003; Pinto et al., 2003a). U. lactuca presentd
una mayor actividad de GPx y GST en abril en comparaciéon con los demas meses
de muestreo en La Boca; en esta misma especie se encontraron los mayores
niveles de Cu también en abril. EI Cu por si mismo tiene la capacidad de
incrementar la produccion de ERO a través de reacciones Fenton en macroalgas
flotantes (Rama Devi y Prasad, 1998). La via comunmente utilizada para la
eliminacion de los productos finales derivados de la peroxidacion de lipidos, es la

conjugacion de éstos mediante la reaccion catalizada por la GST (Thoma et al.,
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2003; Pereira et al., 2009). Los niveles de TBARS, indicadores del dafio oxidativo,
observado en U. lactuca en abril sugieren que, en conjunto, la actividad de los
antioxidantes enzimaticos (GPxy GST) y no enzimaticos (vitamina C, fenoles) no
fue suficiente para contrarrestar el efecto de los mayores niveles de Cu
observados.

Varios factores bidticos incrementan la produccion de ERO, las cuales a su vez
incrementan la sintesis de antioxidantes no enzimaticos y la actividad de las
enzimas SOD, GPx, APX y CAT (Lee y Shin, 2003; Liu y Pang, 2010). Otros
factores que pueden estar influenciando la variacibn en la actividad de las
defensas antioxidantes entre grupos taxondmicos y entre especies es la presencia
de moléculas de bajo peso molecular con actividad antioxidante (Aguilera et al.,
2002; Nagai y Yukimoto, 2003; Chakrabarty et al., 2009; Mitsunobu et al., 2010).
En este estudio se observd que las macroalgas verdes presentaron mayor
contenido de vitamina C que el resto de los grupos, mientras que la macroalga
café D. flabellata, y el pasto marino Z. marina presentaron los mayores contenidos
de polifenoles (Tabla V). En las macroalgas rojas se ha reportado la presencia de
amino acidos tipo micospirina (MAAs), los cuales estan ausentes o en cantidades
traza en el resto de los grupos de macroalgas (Korbee et al.,, 2006). C.
amplivesiculatum present6 los mayores valores de vitamina C, asi como una
mayor actividad de GR, en comparaciéon con el resto de las especies de
macroalgas, lo cual puede sugerir un mecanismo de remocién de H,O, via el ciclo
ascorbato-glutation (Lee y Shin, 2003). Resultados comparables fueron reportados
por Aguilera et al. (2002) en Chaetomorpha melagonium.

Las estrategias de vida también pueden modular el metabolismo oxidativo en las
macroalgas y el pasto marino. En Bahia Magdalena C. sertularioides ha sido
caracterizada como una especie con afinidad tropical, presentando un crecimiento
optimo restringido en verano, muriendo a finales del verano (Gonzales-Ramos y
Santos-Baca, 2005). La acumulacion de H,O, ha sido reportada en plantas
superiores y microalgas senescentes, seguido de un incremento en la actividad de

la enzima SOD y enzimas peroxidasas. La senescencia celular resulta en un
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incremento en la peroxidacién de lipidos (Butowl et al., 1996; Chakrabarty et al.,
2009). Por otro lado, Z. marina se podria describir como una especie con afinidad
frio-templada con un valor 6ptimo de temperatura no mayor a 25°C. Durante la
temporada de invierno-primavera la temperatura se mantiene dentro de los valores
optimos reportados para esta especie en Bahia Magdalena. Sin embargo, entre
verano y otofio se presentan condiciones cercanas a su limite fisiolégico (27-
30°C).

8.3. CORRELACIONES ENTRE LAS DEFENSAS ANTIOXIDANTES Y LOS
METALES TRAZA

La actividad de algunas enzimas antioxidantes, asi como los niveles de TBARS y
carbonilos protéicos, en varios organismos marinos como bivalvos, peces, corales
y macroalgas marinas han sido usados como indicadores de exposicion y dafo
por presencia de elementos traza (Torres et al., 2002; Collén et al., 2003; Cantu-
Medellin et al., 2009; Lifan-Cabello et al., 2010). Las correlaciones que se
encontraron entre la concentracién de Cu, la actividad de SOD vy los niveles de
TBARS, entre los niveles de Fe y los de TBARS, asi como entre los niveles de Cd
y los de los carbonilos protéicos en todas las macroalgas colectadas en Bahia
Magdalena sugieren que la actividad antioxidante en éstas no es suficiente para
evitar la peroxidacioén lipidica posiblemente inducida por estos elementos. Si bien
el Cu y Fe son importantes durante la fotosintesis y como parte del mismo sistema
antioxidante (e.g. clorofilas, plastocianinas y Cu,Zn-SOD), estos elementos son
capaces de incrementar la produccion de ERO, pueden promover la formacién de
HO" en presencia de O, y H,O, mediante la reaccién de Fenton e iniciar
procesos de peroxidacion de lipidos (Halliwell y Gutteridge, 1999). Se desconoce
una funcién biolégica del Cd en las macroalgas y es considerado altamente toxico
(Fernandes y Enriques, 1991; Szalontai et al., 1999; Collen et al., 2003; Smeets et
al.,, 2005). Se ha sugerido que elementos como Cu, Pb y Zn interactuan

directamente con las membranas de los tilacoides en los cloroplastos, mientras
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que el Cd podria estar interfiiendo con otros procesos metabdlicos ya que parece
tener afinidad hacia las proteinas con grupos sulfhidrilo, radicales amino, fosfato,
carboxilo e hidroxilo pudiendo alterar su estructura o inhibir su actividad (Navarro-
Avifio et al., 2007).

La presencia de elementos traza no sélo incrementa la produccion de ERO, sino
también puede activar los mecanismos de defensa antioxidante (Pinto et al.,
2003; Michalak, 2006). En este estudio se encontraron correlaciones positivas
entre la concentracion de Cu y de Zn vy la actividad de SOD y de GST en
macroalgas rojas y verdes, respectivamente. Estos resultados sugieren una
respuesta antioxidante ante la presencia de Cu y de Zn para proteger contra un
posible dafio oxidativo. Se han reportado efectos téxicos de Cu y un incremento en
la actividad de SOD en plantas y macroalgas (Garcia et al., 1999; Collén et al.,
2003). Nagalakshmi y Prasad (2001) observaron un incremento en la actividad de
APX, SOD y GPX en Scenedesmus bijugatus expuesto a diferentes
concentraciones de Cu (0-100 pM). Si bien el Cu puede ser toxico a altas
concentraciones (Hu et al., 1996), los niveles observados en este estudio
estuvieron en un rango de entre 1.28 y 2.49 mg Cu kg™, valores inusualmente
elevados, pero que se encuentran por debajo de lo reportado en zonas con alto
impacto antropogénico o regiones con actividad minera (Ratkevicius et al., 2003;
Rodriguez-Figueroa et al., 2004). En todo caso, los efectos pueden ser atenuados
bajo condiciones cronicas debido en parte a que este elemento es un
micronutriente esencial para la actividad de varias enzimas (Pinto et al., 2003). En
presencia de Zn se ha observado la formacion de electréfilos endogenos
incrementando la actividad de GST (Sbartai et al., 2011). El contenido promedio
de la concentracion de Zn en las macroalgas verdes en este estudio fue 17.99 *
5.57 mg kg™, valor que se encuentra dentro de los rangos establecidos para una
zona libre de contaminacion (< 50 mg kg™'; Say et al., 1990).

Resultados similares a los del presente trabajo se reportaron para la macroalga
Gracilaria tenuistipitata, en la cual, al ser expuesta a Cu (1 ppm) y Cd (0.2 ppm) la

actividad de SOD aumentd; sin embargo, también aumentaron los niveles de
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TBARS y carbonilos protéicos (Collén et al., 2003). La concentracion de Cd y Cu
en las macroalgas en el presente estudio estuvo por debajo de lo reportado por
Collén et al. (2003). Estos resultados sugieren que la presencia de Cu y Cd
representa un factor estresante para las macroalgas. Rodriguez-Meza et al. (2008)
reportaron una elevada concentracion de ciertos metales, incluyendo Cd, Cu y Zn
en el area de estudio, como resultado del aporte natural de Isla Margarita y la
formacion de San Gregorio, asi como la influencia de la surgencias costeras.

La diferencia observada en la relacién de elementos traza entre los grupos de
macroalgas estudiados y su respuesta antioxidante se debe parcialmente a la
afinidad que tienen diferentes metales hacia cada grupo de macroalgas. Esta
afinidad se debe, en parte, a la diferencia estructural y quimica de su pared celular
(e.g. fucanoides, alginatos) lo que permite una absorcidon diferencial (Hamdy,
2000). Ademas de que una vez que el elemento se encuentra en el interior de la
célula, éste puede ser neutralizado por moléculas especializadas (e.g.
metalotioneninas y/o fitoquelatinas) a formas inactivas como un sistema de
detoxificacion (Cobbet y Goldsbrough, 2002).

9. CONCLUSIONES

= Se observo una variacion temporal en la concentracion de elementos traza
en macroalgas y pasto marino en Bahia Magdalena. La concentracion de

Pb fue mayor a lo previamente reportado en esta region.

» La diferencia en las caracteristicas de los sitios, las condiciones
ambientales, y entre las especies se reflejaron en la variacion de las
defensas antioxidantes. En general, se observdé una mayor actividad de las
enzimas antioxidantes en la zona somera del sitio La Estufa y durante el
verano (junio y noviembre), lo cual sugiere una respuesta antes los factores

estresantes de esta temporada.
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El mayor contenido de vitamina C y polifenoles se encontré en el grupo de
macroalgas verdes y pasto marino, respectivamente, durante junio. La
macroalga verde C. sertularioides y el pasto marino Z. marina presentaron

los mayores contenidos de polifenoles.

La macroalga verde C. amplivesculatum presentd contenidos de vitamina C
mayores a los reportados en cualquier otra macroalga colectada en el area
de estudio, lo cual la hace una fuente rica en esta vitamina. Estos
resultados sugieren la existencia de una variacion a nivel temporal e incluso
espacial en la ingesta de antioxidantes por parte de los consumidores
primarios. Incluso la selectividad de recursos por parte de los consumidores
les estaria aportando una ingesta diferencial en el contendio de
antioxidantes. Sin embargo, la mayor disponibilidad de antioxidantes se

estaria dando en los meses de verano.

La concentracion de Cu, Fe y Cd se correlacioné positivamente con los
niveles de TBARS y con los niveles de carbonilos protéicos (dafio oxidativo)
en todas las especies de macroalgas colectadas en Bahia Magdalena.
Estos resultados sugieren que la presencia de estos metales generan
efectos tdxicos en la comunidad algal de Bahia Magdalena, provocando

daino oxidativo.

En el grupo de las macroalgas verdes, la concentracion de Zn se
correlacioné negativamente con la actividad de la enzima GST, mientras
que la concentraciéon de Fe se correlaciond positivamente con los niveles de
TBARS.

En el grupo de las macroalgas rojas solo se encontraron correlaciones
positivas entre la concentracion de Cu y la actividad de la enzima SOD, y
de la concentracion de Pb con los niveles de TBARS. Al parecer esta
enzima antioxidante puede ser un adecuado biomarcador de exposicion a

elementos traza en estos productores primarios.
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Tabla VII. Coeficientes de correlaciones extraidas del analisis de factores para
todas las variables analizadas.

Variables Factor 1 Factor 2 Factor 3

Mes 0.174958 -0.219881 -0.024916
Localidad 0.055816 -0.001005 0.584985
Especie 0.941600 0.138638 0.120761
Grupo 0.971313 0.062103 -0.077859

SOD 0.008396 0.797452 0.046300

GST -0.012408 0.798483 0.121709

GPx 0.100142 0.878008 -0.032366

GR -0.331030 0.109466 0.389672
Carbonilos protéicos 0.430540 -0.177016 -0.311209
TBARS -0.021457 0.338296 0.230908
Polifenoles -0.149615 0.126748 0.060059
Varianza explicada 2.191828 2.289655 0.687098

Abreviaturas: SOD, superoxido dismutasa; GST, glutation-S-transferasa; GPX,
glutation peroxidasa; GR, glutatién reductasa; TBARS, lipidos peroxidados.. Los
valores mayores a 0.70 se consideran significativos.



