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RESUMEN EN ESPANOL

Las cianobacterias son organismos fotosintéticos que en condiciones de estrés
incrementan la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO). La presencia
de compuestos antioxidantes, indica que poseen mecanismos eficientes de
proteccion. El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de la deficiencia de
nitrogeno y la radiacion UV en las cianobacterias Spirulina (Arthrospira) maxima
(Smax) y Phormidium persicinum (Php). Las cianobacterias se mantuvieron en
cultivo batch en condiciones de laboratorio con los siguientes tratamientos:
+N+PAR (control), -N+PAR, +N+PAR+UVR y -N+PAR+UVR. Los parametros
fotosintéticos se determinaron a través de la fluorescencia in vivo de la clorofila a
del FSIl, midiendo el rendimiento cuantico efectivo in situ Y(Il), rendimiento
cuantico optimo (Fv/Fm), eficiencia fotosintética (a), tasa maxima de transporte de
electrones (ETRmax), irradiancia de saturacion (EK) e irradiancia de fotoinhibicion
(Eopt). Se cuantificd la capacidad antioxidante total, la tasa de produccion
endégena de radical superéxido (0O,*), crecimiento celular, la actividad
antioxidante enzimética de la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y
peroxidasas totales (POX), y la concentracion de lipoperoxidos (TBARS),
proteinas, carbohidratos, lipidos, clorofila a, carotenoides totales, ficobiliproteinas
(ficoeritrina, ficocianina y aloficocianina), compuestos fendlicos totales, acidos
grasos y vitaminas C y E. En Smax la deficiencia de nitrégeno y la radiacion UV
provocaron (1) disminucion en el crecimiento celular, eficiencia fotosintética,
contenido de clorofila a, producciéon endégena de O,*, capacidad antioxidante
total, ficobiliproteinas, carotenoides totales, compuestos fendlicos totales,
proteinas, lipidos y acidos grasos (saturados, monoinsaturados, biinsaturados y
poliinsaturados), (2) aumento en TBARS, actividad enzimatica (SOD, CAT y POX)
y contenido de carbohidratos y (3) no hubo efecto sobre el contenido de vitaminas
(C y E). En Php se encontrd (1) disminucion en el crecimiento celular, eficiencia
fotosintética, capacidad antioxidante total, concentracién de ficobiliproteinas,
compuestos fendlicos totales y acidos grasos biinsaturados, (2) aumento de
TBARS, producciéon endégena de O,*, actividad enzimatica (SOD, CAT y POX),
concentracion de vitaminas (C y E), carotenoides totales, lipidos, acidos grasos
saturados y poliinsaturados, y (3) no hubo efecto en el contenido de clorofila a,
contenido de proteinas, carbohidratos y acidos grasos monoinsaturados. Los
resultados de este estudio, indican que la deficiencia de nitrégeno y la radiacion
UV disminuyeron la capacidad antioxidante y la actividad fotosintética de Smax y
Php, provocando cambios en el metabolismo primario y secundario, lo que se vio
reflejado en los cambios de concentracion de los metabolitos analizados.

Palabras clave: actividad fotosintética, antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos, cianobacterias, fluorescencia in vivo de la clorofila a.
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RESUMEN EN INGLES

Cyanobacteria are photosynthetic organisms that under stress conditions increase
reactive oxygen species (ROS) production. The presence of antioxidant
compounds with capacity indicates that the cyanobacteria have efficient protection
mechanisms. The study aims to evaluate nitrogen deficiency and UV radiation
effect on the cyanobacteria Spirulina (Arthrospira) maxima (Smax) and
Phormidium persicinum (Php). The cyanobacteria were maintained in batch culture
under laboratory conditions with the following treatments +N+PAR (control), -
N+PAR, +N+PAR+UVR and —N+PAR+UVR. The photosynthetic parameters were
determinated by in vivo chlorophyll a fluorescence of PSIl, measuring in situ
effective quantum vyield Y(Il), optimum quantum yield (Fv/iFm), photosynthetic
efficiency (a), maximum electrons transport rate (ETRmax), saturation irradiance
(EK) and photoinhibition irradiance (Eopt). The total antioxidant capacity,
endogenous production rate of superoxide radical (O,*), cell growth, enzymatic
activities of dismutase superoxide (SOD), catalase (CAT) and total peroxidase
(POX), and concentrations of lipid peroxides (TBARS), proteins, carbohydrates,
lipids, chlorophyll a, total carotenes, phycobiliproteins (phycoerythrin phycocyanin
and alophycocyanin), total phenolic compounds, fatty acids, vitamin C and E were
quantified. In Smax nitrogen deficiency and UV radiation induced (1) a decrease in
cell growth, photosynthetic efficiency, chlorophyll a, endogenous O,° production
rate, total antioxidant capacity, concentration of phycobiliproteins, total carotenes,
total phenolic compounds, proteins, lipids and fatty acids (saturated,
monounsaturated, biunsaturated and polyunsaturated), (2) an increase of TBARS,
enzymatic activities (SOD, CAT y POX) and concentration of carbohydrates, and
(3) there was no effect on vitamin C and E content. In Php nitrogen deficiency and
UV radiation induced (1) a decrease in cell growth, photosynthetic efficiency, total
antioxidant capacity, concentration of phycobiliproteins, total phenolic compounds
and biunsaturated fatty acids, (2) an increase of TBARS, endogenous O,*
production rate, enzymatic activities (SOD, CAT y POX), concentration of vitamins
(C and E), total carotenes, lipids, saturated and polyunsaturated fatty acids, and (3)
there was no effect on chlorophyll a, proteins, carbohydrates and monounsaturated
fatty acid content. The results of this study, indicate that the nitrogen deficiency
and UV radiation decreased the antioxidant capacity and photosynthetic activity of
Smax and Php, causing changes in the primary and secondary metabolism, which
was reflected as changes in concentration of the analyzed metabolites

Key words: photosynthetic activity, enzymatic and non-enzymatic antioxidants,
cyanobacteria, Chlorophyll a fluorescence.
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Figura 8. Vision general del proceso fotosintético. La luz absorbida en forma de
energia es usada fotoquimicamente durante las reacciones luminosas. El
exceso de energia que no entra a formar parte de la via fotoquimica, es
reemitida como calor o fluorescencia. Para medir la fluorescencia como
proceso involucrado en la fotosintesis, se hace uso de los fluorometros
de amplitud modulada (PAMs)( Tomada de Gil-Jerez C. 2015)............ 31

Figura 9. Método del pulso de saturacion. Bajo la luz de medida (ML), se mide FO.
Después de aplicar un pulso de luz de saturacion (SP), se alcanza la
méxima fluorescencia (Fm). Mé&s tarde, las muestras se iluminan con luz
actinica y se someten a una serie de pulsos de saturacion para alcanzar
el etado estacionario (Ft) y la fluorescencia maxima (Fm”). Por ultimo, la
luz actinica se apaga para medir la fluorescencia minima después de la
HUMINACION (FO). ittt e 32

Figura 10. Detalle de los pardmetros fotosintéticos en una curva ETR ajustado de
acuerdo a Eilers y Peters (1988) a distintas irradiancias PAR. La
fotosintesis aumenta a medida que la irradiancia es mayor, hasta
alcanzar el punto de la fotosaturacion (Is=Ek), donde la tasa fotosintética
es maxima (ETRmax) y posteriormente se produce la fotoinhibicion
(Ih=Eopt). Podemos obtener parametros fotosintéticos como la eficiencia
fotosintética (a) y la irradiancia de saturacion (EK)...........cccccceeveeeennnnnnns 34

Figura 11. Mediciones de absorptancia (A) con sensor LICOR 192 SB................ 35

Figura 12. Fundamento para la determinacion de SOD: el sistema xantina/xantina
oxidasa produce el radical superéxido (O,*). ElI O,* entra en contacto
con el nitroazul de tetrazolio (NBT) lo reduce y genera formazan, cuyo
cambio puede ser detectado por espectrofotometria cuando la SOD
inhibe la reduccién del NBT. (Modificado de www.dojindo.com). ........... 37

Figura 13. Curva de crecimiento de Phormidium persicinum por peso de biomasa
total expresada en pg mL™. Cada punto representa el valor promedio de
réplicas independientes; las barras de dispersion indican desviacion
L2351 ¥= 1o = U 49

Figura 14. Curva de crecimiento de Spirulina (Arthrospira) maxima por peso de
biomasa total expresada en pg mL™. Cada punto representa el valor
promedio de réplicas independientes; las barras de dispersion indican
desVIiaciOn ESTANUAT. ..........ccuvuieiiiee e e e e e 50
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Figura 15. Cultivos de Phormidium persicinum en medio F/2 en el control
(+N+PAR). A) Inicio (TO) y B) Cosecha (T7). .cccoeevvieeeeiiiiiieeeeeeeeeeiiinn 51

Figura 16. Cultivos de Spirulina (Arthrospira) maxima en medio Jourdan en el
control (+N+PAR). A) Inicio (TO) y B) Cosecha (T7).....ccccceeevvvvvvnvvnnnnnn. 51

Figura 17. Cosecha de la biomasa de Spirulina (Arthrospira) maxima con la
Utilizacion de tamiCeS. ........ooiiviiiiii e 52

Figura 18. Curva de crecimiento de Spirulina (Arthrospira) maxima en deficiencia
de nitrégeno (-N+PAR) en pg mL™. Cada punto representa el valor
promedio de réplicas independientes; las barras de dispersion indican
desviacion eStANAr. .......coooeieeiieee 53

Figura 19. Cultivos de Phormidium persicinum en medio F/2. A) A las 28 horas de
edad de cultivo en el control (+N+PAR). B) 28 horas de cultivo en el
tratamiento con deficiencia de nitrégeno (-N+PAR). C) 7 dias de cultivo
en el control (FN+PAR). ..o 53

Figura 20. Cultivos de Spirulina (Arthrospira) maxima en medio Jourdan. A) Al
inicio del cultivo, TO en el tratamiento con deficiencia de nitrégeno (-
N+PAR). B) Cultivo a T6 en deficiencia de nitrogeno (-N+PAR). C) Cultivo
a T7 en el control (+N+PAR). ..o 54

Figura 21. Rendimiento cuantico efectivo in situ de Spirulina (Arthrospira) maxima.
Control (+N+PAR), deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), nitrégeno con UV
(+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las
barras representan el promedio + desviacion estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher)........................ 56

Figura 22. Rendimiento cudéntico efectivo in situ en Phormidium persicinum.
Control (+N+PAR) y nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR). Las barras
representan el promedio *+ desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas a a<0.05 (t de Student). ........ccccccvvviiiiiiinnnnnn. 57

Figura 23. Rendimiento cuantico efectivo in situ en Phormidium persicinum.
Deficiencia de nitrogeno (-N+PAR) y deficiencia de nitrdgeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio * desviacion
estandar. Letras diferentes representan indican significativas a a<0.05 (t
e STUAENL). ..o 57
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Figura 31. Tasa de transporte de electrones maximo (ETRmax) expresado en
umol electrones m?s™® en Phormidium persicinum. Control (+N+PAR) y
nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio +
desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a
0<0.05 (t de Student). ......ouuriiiii e 62

Figura 32. Tasa de transporte de electrones maximo (ETRmax) expresado en
umol electrones m? s en Phormidium persicinum. Deficiencia de
nitrégeno (-N+PAR) y deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UV).
Las barras representan el promedio + desviacion estdndar. Letras
diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (t de Student). ..... 62

Figura 33. Irradiancia de saturacién (Ek) expresada en pmol fotones m? s™ en
Spirulina (Arthrospira) maxima. Control (+N+PAR), deficiencia de
nitrogeno (-N+PAR), nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de
nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio +
desviacidén estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a
0<0.05 (F de Fisher). ... 63

Figura 34. Irradiancia de saturacién (Ek) expresada en umol fotones m? s en
Phormidium persicinum. Control (+N+PAR) y nitrdgeno con UV
(+N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (t
e STUAENL). ... 64

Figura 35. Irradiancia de saturacién (Ek) expresada en umol fotones m? s™ en
Phormidium persicinum. Deficiencia de nitrégeno (-N+PAR) y deficiencia
de nitrdgeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio = desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas a a<0.05 (t de Student). ... 64

Figura 36. Irradiancia de fotoinhibicién expresada en pmol fotones m? s en
Spirulina (Arthrospira) maxima. Control (+N+PAR), deficiencia de
nitrégeno (-N+PAR), nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de
nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio +
desviacion estandar. Letras diferentes representan diferencias
significativas a a<0.05 (F de Fisher). ....cccccccovviiiiiiiiiieeeeeee 65

Figura 37. Irradiancia de fotoinhibicién expresada en umol fotones m? s* en
Phormidium persicinum. Control (+N+PAR) y nitrégeno con UV
(+N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio = desviacion
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Figura 38. Irradiancia de fotoinhibicién expresada en pumol fotones m? s* en
Phormidium persicinum. Deficiencia de nitrdgeno (-N+PAR) y deficiencia
de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio = desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas a a<0.05 (t de Student). ... 66

Figura 39. Capacidad antioxidante total expresada en uM de Spirulina
(Arthrospira) maxima. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-
N+PAR), nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno
con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio *
desviacion. Letras diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F
e FISNEN). . ———— 67

Figura 40. Capacidad antioxidante total expresada en pM de Phormidium
persicinum. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR),
nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacion. Letras
diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher). ...... 67

Figura 41. Tasa de produccion enddgena de radical superéxido en Spirulina
(Arthrospira) maxima. Los valores estan expresados en nmol mg™
proteina min™. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR),
nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F
e FISNEN). .. e 68

Figura 42. Tasa de produccion enddgena de radical superdoxido en Phormidium
persicinum. Los valores estan expresados en nmol mg™ proteina min™.
Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrégeno con UV
(+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR). Las
barras representan el promedio + desviacion estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher)............c.cc........ 69

Figura 43. Actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) en Spirulina
(Arthrospira) maxima. Los valores son expresados en unidades de SOD
mg™ proteina. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR),
nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR) y IV) deficiencia de nitrogeno con UV
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(-N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F
A FISNEN). . e 70

Figura 44. Actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) en Phormidium

persicinum. Los valores son expresados en unidades de SOD mg™
proteina. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR),
nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F
A FISNEI). e 71

Figura 45. Actividad de la enzima catalasa (CAT) en Spirulina (Arthrospira)

maxima. Los valores son expresados en unidades de CAT mg™ proteina.
Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrdgeno con UV
(+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR). Las
barras representan el promedio *+ desviacion estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher)........................ 72

Figura 46. Actividad de la enzima catalasa (CAT) en Phormidium persicinum. Los

valores son expresados en unidades de CAT mg™ proteina. Control
(+N+PAR), deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), nitrégeno con UV
(+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las
barras representan el promedio + desviacién estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher)..............c......... 73

Figura 47. Actividad de las enzimas peroxidasas totales (POX) en Spirulina

(Arthrospira) maxima. Los valores son expresados en unidades de POX
mg™' proteina. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR),
nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio * desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F
de FISNEN). oo 74

Figura 48. Actividad de las enzima peroxidasas totales (POX) en Phormidium

persicinum. Los valores son expresados en unidades de POX mg*
proteina. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR),
nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-
N+PAR+UV). Las barras representan el promedio + desviacion estandar.
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Letras diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).

Figura 49. Contenido de carotenoides en Spirulina (Arthrospira) maxima. Valores
expresados en pg mg™ peso seco. Control (+N+PAR), deficiencia de
nitrogeno (-N+PAR), nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de
nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio +
desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a
0<0.05 (F de Fisher)........cccoiiiiieee 76

Figura 50. Contenido de carotenoides en Phormidium persicinum. Valores
expresados en pug mg™ peso seco. Control (+N+PAR), 1) deficiencia de
nitrégeno (-N+PAR), nitrégeno con UV (+N+PAR) y deficiencia de
nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio +
desviacidén estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a
0<0.05 (F d€ FiSher)....cooverieii e 76

Figura 51. Contenido de 1) ficocianina, 2) aloficocianina, 3) ficoeritrina y 4)
ficobiliproteinas totales en Spirulina (Arthrospira) maxima. Valores
expresados en ug mg™ peso seco. ) Control (+N+PAR), II) deficiencia de
nitrogeno (-N+PAR), Ill) nitrdgeno con UV (+N+PAR+UVR) y 1V)
deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan
el promedio * desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas a a<0.05 (F de Fisher). ... 77

Figura 52. Contenido de 1) ficoeritrina, 2) aloficocianina, 3) ficocianina y 4)
ficobiliproteinas totales en Phormidium persicinum. Valores expresados
en pg mg™* peso seco. I) Control (+N+PAR), 1) deficiencia de nitrégeno (-
N+PAR), lll) Control con UV (+N+PAR+UVR) y V) deficiencia de
nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio +
desviacién estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a
0<0.05 (F d€ FiSher)....ccooerieiiieee e 78

Figura 53. Contenido de compuestos fendlicos totales en Spirulina (Arthrospira)
maxima. Valores expresados en pg mg™ peso seco. Control (+N+PAR),
deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR) y
deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan
el promedio * desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas a a<0.05 (F de Fisher). ......ccccccoviiiiiiiiiiiiiee 80
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Figura 54. Contenido de compuestos fendlicos totales en Phormidium persicinum.
Valores expresados en pg mg® peso seco. Control (+N+PAR),
deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrdgeno con UV (+N+PAR+UVR) y
deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan
el promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas a a<0.05 (F de Fisher). ..., 81

Figura 55. Contenido de acido ascorbico (vitamina C) en 1) Spirulina (Arthrospira)
maxima y 2) Phormidium persicinum. Datos expresados en pg mg™ peso
seco. Control (+N+PAR) y deficiencia de nitrogeno (-N+PAR). Las barras
representan el promedio = desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas a a<0.05 (t de Student). ........ccccccvvvviiiiiiinnnnnn. 82

Figura 56. Contenido de a-tocoferol (vitamina E) en 1) Spirulina (Arthrospira)
maxima y 2) Phormidium persicinum. Datos expresados en pg mg™ peso
seco. Control (+N+PAR) y deficiencia de nitrégeno (+N+PAR). ND = por
debajo del limite de deteccion). Las barras representan el promedio +
desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a
0<0.05 (t de StUENL). ...coeiiiiiiiiiiiiiie e 83

Figura 57. Contenido de clorofila a expresado en pug mg™ peso seco en Spirulina
(Arthrospira) maxima. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-
N+PAR), nitrdgeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno
con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio =
desviacién estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a
0<0.05 (F de FisSher).......ccoooiiiiiiiee 84

Figura 58. Contenido de clorofila a expresado en pg mg' peso seco en
Phormidium persicinum. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-
N+PAR), nitrdgeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno
con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio *
desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a
0<0.05 (F de FiSher). ... 85

Figura 59. Contenido de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) en
Spirulina (Arthrospira) maxima. Valores expresados en nmol mg™
proteina. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR),
nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio * desviacion
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1. INTRODUCCION

Las cianobacterias son microorganismos que producen oxigeno por fotosintesis y
que contienen moléculas con capacidad antioxidante. Bajo condiciones de estrés
como deficiencia de nitrégeno y alta intensidad luminica, incrementan la
concentracion de especies reactivas de oxigeno (ERO). La resistencia frente a las
ERO se basa en la accién protectora del sistema enzimatico. Este incluye a la
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasas (GPXx),
glutation reductasa (GR), ascorbato peroxidasas (APX). También existen
antioxidantes no enzimaticos como carotenoides, a-tocoferol (vitamina E), acidos
grasos poliinsaturados (PUFAS) y glutation (GSH) (Polle, 1996). Los antioxidantes
son esenciales para el mantenimiento de la actividad fotosintética y de otras
funciones metabdlicas (Allen, 1997; Asada y Takahashi, 1987; Eltsner, 1982;
Halliwell, 1982).

En la literatura se encuentran numerosas investigaciones enfocadas en la
identificacion de fuentes de compuestos antioxidantes, por ejemplo plantas, algas
(macro y microalgas) y cianobacterias, asi como métodos de extraccion,
estrategias para incrementar el contenido de éstos y enfocarlos a la produccién
biotecnoldgica de nutracéuticos. Se han descrito factores como el incremento de
temperatura, alta irradiancia solar, deficiencia de nitrégeno, entre otros, que
inducen la produccion de antioxidantes en cianobacterias (Torabinejad y Caldwell,
2000; Frohnmayer y Staiger, 2003; Dinkova-Kostova, 2008). Entre las ventajas de
cultivar cianobacterias con respecto a otros organismos, es que éstas presentan
altas tasas de crecimiento, pueden crecer en ambientes salinos, dulceacuicolas,
salobres, nieve, no necesitan grandes extensiones de suelo para ser cultivados

ademas de que pueden utilizarse suelos desérticos.

Se reconoce la importancia de distintas especies de cianobacterias como fuente
natural de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante, tales como los

acidos grasos poliinsaturados de las familias w-3 y w-6 (Cohen y Vonshak, 1991;



Cohen y Khozin-Goldberg, 2005), antioxidantes tipo B—caroteno (Borowitzka,
2005), vitamina E (Chao et al., 2002; Carballo-Cardenas et al., 2003; Durmaz,
2007), antioxidantes hidrosolubles como la vitamina C (Ledezma-Gairaud, 2004),
complejo de ficobiliproteinas (ficocianina y ficoeritrina) (Gonzalez et al., 1999, Niu
et al.,, 2007; Marin-Prida et al., 2015), o de compuestos bioactivos utilizados con
otros propositos, por ejemplo los polisacaridos sulfatados como antivirales y
esteroles como antimicrobianos (Borowitzka, 1988b; Kanekiyo et al., 2005; Wase
y Wright, 2011; Senhorinho et al., 2015).

Aunque para la variedad tan extensa que hay de estos organismos, son pocos los
estudios donde se lleve a cabo una caracterizacién exhaustiva de la composicion
de las distintas especies, la posibilidad de extraer compuestos bioactivos es una
realidad. Basado en lo anterior, el presente trabajo se enfoc6 a evaluar el efecto
de dos condiciones de estrés, la deficiencia de nitrégeno y la radiacion UV en los
cultivos de las cianobacterias Spirulina (Arthrospira) maxima (Smax) y Phormidium
persicinum (Php) y su respuesta en la produccion de antioxidantes, composicion

bioquimica y actividad fotosintética.



2. ANTECEDENTES

2.1. Radicales libres y estrés oxidativo

El origen de la vida en la tierra inicié con una atmdsfera reducida (Dietrich et al.,
2006). La atmosfera llegd a ser oxidante mediante la produccion de oxigeno a
partir de la fotosintesis realizada por la proliferacion de cianobacterias desde hace
2,400 a 3,200 millones de afios (Brocks et al., 1999). Con la produccion de
oxigeno se desarroll6 la capa de ozono en la estratdsfera que filtra parte de la
radiacion UV-B (280-315 nm).

En todos los organismos aerobios, la respiracion es una fuente de generacion de
ERO producidas dentro de las células (Inoue et al., 2003). El oxigeno molecular
difunde pasivamente al interior de las células y es reducido a anién superédxido
(02*) y peroéxido de hidrégeno (H.0,) via oxidacién de flavoproteinas, tales como
nicotinamida adenina dinucledtido (NADH) deshidrogenasa Il en Escherichia coli
(Giorgio et al., 2007).

En organismos fotosintéticos, las ERO son producidas por la cadena
transportadora de electrones (Fig. 1). La luz es esencial para la fotosintesis, pero
al mismo tiempo puede ser fuente de estrés. El oxigeno singulete (*O.) es
producido por una entrada de energia al oxigeno por parte de la clorofila
fotosensitizada. Si la intensidad de luz es mucho mas alta de la que normalmente
es utilizada por la capacidad del flujo de electrones fotosintéticos, no soélo
incrementa la produccién de 'O, sino también la formacién de otras ERO

provocando la inactivacion del aparato fotosintético (Latifi et al., 2009)

La oxidacion es un proceso natural de la célula que crea ERO vy radicales libres.
Las ERO son entidades quimicas reactivas que sirven como sefiales moleculares
cuando estan a baja concentracion (Finkel, 2011); sin embargo, cuando éstas se

producen en exceso pueden producir efectos dafinos. Las ERO difieren entre si



en las fuentes de las que proceden, los efectos que producen y su reactividad
quimica.

Las ERO se clasifican en dos categorias radicales libres y especies no-radicales
(Beckman et al., 1993) (Tabla I). Los radicales libres son atomos o grupos de
atomos que tienen un electron desapareado, que tienden a secuestrar un electréon
de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica, por lo
que son altamente reactivos. Con base en esta definicion son radicales libres el
oxigeno, el &tomo de hidrogeno y los metales de transicion (Halliwell, 1993;
Gutteridge et al., 1982).

wo | N e b
Catalasas ] Proteinas % /\ RUBISCO

Peroxidasas Lipidos
[FeS] H202 1 P H,L.O
FeS SO0 ] Sl e f NADPH
Cisteina e P | Flavo- o e
Metionina 0, proteinas ~ NADP™ A H
hu \
Fax— EaX i

H,0 % 0, + 2H*
o 2H ._///
% 0,—s ADN
Proteinas
Lipidos

Figura 1. Produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y blancos. El
oxigeno (O,) lleva a la formacion de ERO. En el fotosistema Il (FSII), el oxigeno
singulete (*O,) es producido por entrada de energia al oxigeno por parte de la
clorofila fotosensitizada. En el FSI la reduccion univalente de O, usando
electrones del FSIlI genera radical superéxido (O,*). ElI O,* es disociado a
peréxido de hidrogeno (H20,) y O, por la superdxido dismutasa (SOD) vy el H,0,
es reducido a agua por las catalasas y peroxidasas. (Modificado de Latifi et al.,
2009).



Tabla I. Principales especies reactivas de oxigeno (ERO) (Modificada de Beckman
et al., 1993).

RADICALES NO RADICALES
Superdxido 0" Peréxido de H,0,
hidrogeno
Hidroxilo HO* Acido hipocloroso HOCI
Peroxilo RO,* Ozono O3
Alcoxilo RO* Oxigeno singulete '0,
Hidroperoxilo HO,* Peroxinitrilo ONOO’

Una vez que un radical libre ha conseguido el electrén que necesita para parear su
electron libre, la molécula estable que le ha cedido el electron se convierte en
radical libre, por quedar con un electron desapareado, iniciandose asi una
reaccion en cadena (Mayo, 1986). Aunque la vida media biolégica de un radical
libre es de microsegundos, tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a
su alrededor provocando un dafio a las moléculas y membranas celulares (Sieck,
2004).

Los radicales libres son el resultado de los procesos fisiol6gicos propios del
organismo, como la catélisis de alimentos, la respiracion, la fotosintesis o bien por
factores ambientales como la radiacion solar y contaminacién (Halliwell, 1993;
Ballester, 1996; Abdollabi et al., 2004). EI aumento en los radicales libres ocasiona
un fendmeno conocido como estrés oxidativo. El estrés oxidativo es definido como
el desbalance entre los oxidantes y antioxidantes a favor de los primeros que

conduce a una interrupcién de la sefializacién y control redox y/o dafio a lipidos,



proteinas y ADN, con el desarrollo de patologias y el envejecimiento subsecuente
(Finkel y Holbrook, 2000; Sies, 2007).

2.2. Efecto de los radicales libres en las biomoléculas
2.2.1. Oxidacion de lipidos

Una molécula reactiva, como es el radical hidroxilo (HO®), ataca acidos grasos,
constituyentes de triacilgliceroles o fosfoacilgliceroles. La interaccion del radical
libre va dirigida al carbono adyacente, a un doble enlace, ocasionando un
rompimiento homolitico al sustraer un hidrogeno que forma agua al unirse al
radical, mientras que el acido graso presenta un radical libre (electrén) en el
carbono afectado por el hidroxilo (Paraskevaidis et al., 2005). Una vez que a un
fosfolipido se le arrebata un electron, éste busca estabilizar su estructura quimica
y toma el electron de la molécula proxima, generdndose asi una reaccién en
cadena. A esto se le conoce como lipoperoxidacion. Los productos de la
lipoperoxidacién son aldehidos, cetonas, esteres, alcoholes. Este proceso
repetitivo conduce a perder las propiedades fisicoquimicas de la membrana vy

pueden culmina con la muerte de la célula (Paraskevaidis et al., 2005).

2.2.2. Oxidacién de proteinas

Todas las cadenas laterales de los aminoacidos que forman parte de las proteinas
son susceptibles de ser atacadas por el HO®, aunque algunas son mas
vulnerables que otras, como es el caso de las cadenas laterales de la tirosina, la
fenilalanina, el triptéfano, la histidina, la metionina y la cisteina (Halliwell y
Gutteridge, 2015). En consecuencia, la exposicion de proteinas a sistemas
generadores de radicales libres conduce a modificaciones en la estructura
terciaria, que pueden acompafarse de una fragmentacion quimica, un incremento
en la susceptibilidad al ataque proteolitico y a la pérdida de la funcion biolégica
(Boix y Pico, 2000).



Uno de los radicales més reactivos a la estructura de las proteinas es el 6xido
nitrico (NO®). Ademas, se ha sugerido que las proteinas pueden actuar como
“atrapadoras” de la energia quimica liberada por los radicales libres, y transferirla
a otra molécula (Halliwell y Gutteridge, 2015). Otro mecanismo que da lugar a
cambios estructurales en las proteinas, inducidos por radicales libres, es la
reaccion conocida como auto-oxidacion de hexosas, que presentan la fructosa y
glucosa; ésta puede ser potencialmente importante en las complicaciones
relacionadas, por ejemplo, con pacientes diabéticos (incremento “anormal” en la

glucosa plasmatica) (Rodriguez et al., 2001).

2.2.3. Oxidaci6on de carbohidratos

La oxidacion de carbohidratos puede dar lugar a la formacion de moléculas
capaces de reaccionar con los grupos carbonilo de las proteinas. Los
monosacaridos de la glucosa, una vez oxidados por los radicales libres producidos
por metales de transicion, pueden combinarse con los grupos carbonilo de las
proteinas (Goémez y Medina, 2001).

2.2.4. Oxidaciéon de acidos nucleicos

El efecto de las ERO en los acidos nucleicos provoca modificaciones o deleciones
de las bases de la molécula del ADN, un efecto similar al presenciado en
proteinas. Aunque parece existir una baja posibilidad de reacciones en cadena, el
dafio puede ser significativo, aunque sea muy limitado en extensién y localizacion
(Halliwell y Gutteridge, 2015). La interaccién de radicales libres con el ADN causa
cambios conformacionales, alteracion de bases, ruptura de una cadena o de la
doble cadena y pérdida de nucledtidos, ocasionando que el sistema de reparacion
presente una mutacion antes de la replicacion. Esto conduce a la produccion de
genes mutados y, por ende, de proteinas disfuncionales (Halliwell y Gutteridge,
2015). Las modificaciones de las bases se deben en gran parte, a los metales de
transicion, principalmente al i6n ferroso (Fe?*), que se encuentra unido al ADN y

que en presencia de H,O, genera el hidroxilo (HO®), el cual modifica las bases del



ADN. El HO® puede atacar tanto a purinas como pirimidinas, ademas de generar
rupturas en las cadenas de ADN (Rodriguez et al., 2001).

2.3. Compuestos antioxidantes

Las células han desarrollado mecanismos que las protegen del efecto nocivo de
los radicales libres debido a un complejo sistema de defensa constituido por los
agentes antioxidantes (Halliwell y Gutteridge, 2015). Cuando se incrementa la
produccién de radicales libres, se activan los mecanismos antioxidantes para
controlar y estabilizar el ambiente redox intra o extracelular (Mates, 2000). Los
antioxidantes se definen como aquellas sustancias que, en bajas concentraciones,
retardan o previenen la oxidacion. Al interactuar con el radical libre, el antioxidante
cede un electron y se oxida (Fig. 2). Los antioxidantes que se encuentran
naturalmente en el organismo y en ciertos alimentos pueden bloquear parte de

este dafio debido a que estabilizan a estos radicales libres (Pietta, 2000)
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2.3.1. Clasificacion y funciones de los compuestos antioxidantes
Los antioxidantes pueden clasificarse con base en:
1.-Su fuente de obtencién (Garcia-Bacallao et al., 2001).

Endégenos (enzimaticos), hacen referencia a aquellos que se producen

mediante mecanismos enzimaticos del organismo (SOD, CAT, POX). Algunas de



estas enzimas necesitan cofactores metalicos como selenio, cobre, zinc o

magnesio para poder realizar la funcion de proteccion celular.

Exdégenos (no enzimaticos), son aquellos que se introducen por la dieta y se
depositan en las membranas celulares impidiendo la lipoperoxidacion (vitaminas E

y C, carotenoides, flavonoides, entre otros).
2.-Su forma de actuar (Veldzquez-Paniagua et al., 2004).

a) Antioxidantes primarios, éstos previenen la formacion de nuevos radicales
libres, convirtiéendolos en moléculas menos perjudiciales antes de que puedan
reaccionar, o evitando la formacién de radicales libres a partir de otras moléculas.
Ejemplo de ellos son las enzimas SOD, CAT y GPx. Las SODs son
metaloproteinas que catalizan la dismutaciéon de O,* a H,O, y oxigeno molecular
(O2) (McCord y Fridovich, 1988) (Fig. 3). Dependiendo del metal de transicion
encontrado en su sitio activo, las SODs pueden ser categorizadas en tres tipos: la
Cu/Zn-SOD, Mn-SOD y la Fe-SOD. La primera se encuentra principalmente en el
citosol y en el cloroplasto de células eucariontes y en algunas especies de
bacterias; la Mn-SOD se localiza en la mitocondria de eucariontes y en

procariontes, y la Fe-SOD en procariontes (Raha y Robinson, 2000).

La Cu/Zn-SOD tiene un peso molecular de 32,000Da, estd formada por dos
subunidades idénticas, una contiene Cu®* y la otra Zn®* (Halliwell y Gutteridge,
2015). Las propiedades de esta SOD se han mantenido a través de la evolucion, y
la enzima obtenida de hongos, plantas, aves y mamiferos son casi las mismas,
excepto por diferencias menores en la composicion de aminoacidos (Weisiger y
Fridovich, 1973; Sawada et al., 1972; Asada et al.,, 1973; Beem et al.,, 1974,
Steinman et al., 1974). Los metales estan en estrecha proximidad, el Cu®* y Zn*
estan unidos por un ligando comun, el anillo de imidazol de His 61, el Cu®* esta
relativamente expuesto al solvente mientras que el Zn®*" estad dentro de la
estructura (Richardson et al., 1974). Las propiedades redox del Cu®* de la SOD

han sido ampliamente estudiadas. El H,O, puede reducir este Cu?* pero también
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puede inactivar irreversiblemente la enzima a altas concentraciones. La Mn-SOD
presente en E. coli y mutantes de Streptococcus, tiene la misma actividad
catalitica pero totalmente opuesta a Cu/Zn-SOD. Esta enzima contiene un atomo
de manganeso por subunidad. Tiene un peso molecular de 40,000Da y es un
dimero formado por dos subunidades del mismo tamafio. La actividad catalitica de
la Mn-SOD es dependiente del pH. A pH 7.0 es tan activa como la Cu/Zn-SOD,
pero cuando el pH se eleva progresivamente se vuelve menos activa, mientras
que la Cu/Zn-SOD no se ve afectada por el pH en el rango de 5.5 a 10 (Halliwell y
Gutteridge, 2015).

La Fe-SOD ha sido identificada en E. coli, y estd localizada en el espacio
periplasmico. Sus propiedades y la secuencia de aminoacidos indican una cercana
relacion con la Mn-SOD. La valencia del hierro en esta SOD ha sido establecida
como Fe*. Enzimas muy similares han sido descritas en dos cianobacterias

Plectonema boryanum y Spirulina platensis (Misra, 1974; Lumsden y Hall, 1974).

Las CAT son enzimas que catalizan la conversion del H,O, en H,O y O, (Fig. 3).
Requieren como cofactores hierro (Fe?*) o magnesio (Mg®"). Esta proteina se
localiza en los peroxisomas de la mayoria de las células eucariontes (Chelikani et
al., 2004). En algunas especies, la CAT contiene moléculas de nicotinamida
adenina dinucledtido fosfatado en su forma reducida (NADPH) ligadas
estrechamente a la enzima (Kirkman y Gaetani, 1984). El NADPH unido a la
enzima no esta involucrado en su actividad catalitica o peroxidativa. Esta molécula
puede intervenir en la prevencion y reversion parcial de la inactivacion de la CAT
por su propio sustrato téxico y estabiliza a la enzima por tener un efecto alostérico
sobre su conformacion (Halliwell y Gutteridge, 2015). Ademas, la CAT constituye
un reservorio de NADPH, lo cual juega un papel importante durante el estrés

oxidativo (Kirkman y Gaetani, 1984).

La GR es una enzima homodimérica compuesta por dos subunidades idénticas

entre si unidas por un puente disulfuro, cada subunidad contiene 478 aminoacidos
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con un peso molecular de 51,569Da, y en su estructura presenta una extension N-
terminal flexible (Halliwell y Gutteridge, 2015) (Fig. 3). Ambas subunidades
presentan residuos esenciales que contribuyen a los sitios activos y de union al
glutation oxidado (GSSG), por lo que no presenta actividad enzimatica en su forma
monomeérica, ya que su sitio de union para el sustrato y su sitio catalitico estan

compuestos por residuos de ambas subunidades (Bray et al., 2000).

La GR permite mantener concentraciones de GSH en la célula, no sélo para ser
utilizado por la GPx en la eliminacion del H,O,, sino que el GSH es también
utilizado en la recuperaciéon de las vitaminas C y E luego de participar en la

eliminacién de radicales libres generados in situ o0 a distancia (Mishra et al., 2009).

b) Antioxidantes secundarios, capturan los radicales libres evitando la reaccién
en cadena. Pueden estar asociados a membrana (vitamina E, carotenoides,
ficobliliproteinas), dispersos en el citoplasma (aminoacidos tipo micosporinas), o
unidos a compuestos reductores solubles en agua, como el GSH y la vitamina C
(Noctor y Foyer, 1998; Mittler, 2002; Carletti et al., 2003).

Otra clase de antioxidantes son los compuestos fendlicos simples como el acido
caféico y acido clorogénico, los flavonoides complejos, quercetina, catequina, asi
como las antocianinas (Aqil et al., 2006; Turyanitza et al., 2006; Moon y
Shibamoto, 2009; Ahmad et al., 2010).
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Figura 3. Sistema antioxidante. Las superéxidos dismutasas (SODs) son
metaloproteinas que dismutan radical superéxido (O,*) a peréxido de hidrégeno
(H20,). La catalasa (CAT) es una hemoproteina que cataliza la conversion de
H.O, a agua (H20) y oxigeno (O,). La conversion de H,0, a H,O puede también
ser catalizada por la glutatiéon peroxidasa (GPx), un miembro de la familia de las
selenoenzimas. (Tomada de Mishra et al., 2009).

La vitamina E se incorpora en las membranas celulares y la actividad antioxidante
que ejerce, evitan la propagacion de los radicales libres (como el radical RO,®)
entre los lipidos de membrana y los acidos grasos poliinsaturados (Packer et al.,
2001). La vitamina E es parte de un sistema de ciclos oxido-reduccién que reduce
a las ERO gue se generan después de la lipoperoxidacién y posteriomente,
regresa a su estado nativo reducido (Constantinescu et al., 1993) (Fig. 4). Ello
ocurre mediante interacciones entre las sustancias hidro- y liposolubles, aunado a
mecanismos enzimaticos y no enzimaticos, transformado el radical tocotrienoxilo o
tocoferoxilo de nuevo a tocotrienol o tocoferol, respectivamente. La vitamina C
puede regenerar a la vitamina E directamente, y el GSH puede regenerar a la
vitamina E directamente mediante la via de la vitamina C (Packer et al., 2001) (Fig.
4).

La vitamina C es un antioxidante que se encuentra en la mayoria de las células

vegetales, en los organelos y apoplasto. Previene el dafio oxidativo atrapando a
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las ERO y como consecuencia, produce un radical libre, el monodehidroascorbato
(MDHA), una molécula relativamente estable que reacciona preferentemente
consigo misma, previniendo la propagacion de radicales libres (Noctor y Foyer,
1998) (Fig. 4).

a-Tocofenoxilo-

-Tocotrienoxilo- Interface
a _I Xl lipido/Agua Tioredoxina™ NAD(P)H
Radical _ Glutation TRX Reductasa
. ! GSH Reductasa
Ciclo ’ Disulfito
_ ! Ascorbato 4N\ g Lipoamida
Vitamina E . Ipoato dehidrogenasa
Ciclo .
a-Tocoferol Vitamina C Ciclo o
ROOH, a-Tocotrienol Tiol NAD(P)*+H
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Figura 4. Red antioxidante que muestra la interaccion entre las vitaminas E, C y
glutation. ROOH, hidroperéxido organico; ROH, alcohilo; ROO®, radical peroxilo;
RO°®, radical alcoxilo; PUFA &cidos grasos poliinsaturados; O,* radical superéxido;
UVA ultravioleta tipo A, UVB, ultravioleta tipo B; NAD(P)H, nicotinamida adenina
difosfato oxidado; NAD(P)*, nicotinamida adenina difosfato reducido; H*, proton,
GSH, glutation; TRX, tioredoxina. Modificado de Parcker et al., (2001).

Los carotenoides son tetraterpenos constituidos por unidades multiples de
isopreno con un anillo de ciclohexano sustituido e insaturado en cada uno de los
extremos. Existen dos tipos de carotenoides, aquellos que no contienen oxigeno
en sus anillos terminales y las xantofilas que si los tienen (Rodriguez- Amaya,
1999).

Los carotenoides son pigmentos liposolubles naturales sintetizados por las
plantas, microalgas y cianobacterias (Bauernfeind, 1972; Gordon y Bauernfeind,

1982). Por su insaturacion son sensibles al oxigeno, metales, acidos, peréxidos,
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calor, luz y a las lipoxigenasas (Begofia et al., 2001). Los carotenoides, son
supresores de ERO y a bajas concentraciones pueden proteger a los lipidos de la
oxidacion (Grill y Tuteja, 2010). Desempefian un papel importante en el
ensamblaje de los complejos captadores de Iluz y tienen una funcién
indispensable, ya que protegen al aparato fotosintético del dafio fotooxidativo (Taiz
y Zeiger, 2006; Rao y Rao, 2007). Los carotenoides no actian solos en este
proceso ya que existe otro grupo de componentes enddgenos que también
funcionan como antioxidantes. La astaxantina, es una xantofila presente en
microalgas (Haematococcus pluvialis y Chlorella zofingiensis) que se encuentra
ligada a una proteina mediante enlaces no covalentes, formando compuestos
estables e hidrosolubles de color azul-grisaceo o verdoso Ilamados
carotenoproteinas. Al ser hidrolizados estos compuestos, ya sea por
calentamiento, o por solventes orgéanicos, se libera la astaxantina exhibiendo su

caracteristico color rojo-naranja (Foss et al., 1987).

Algunos de estos carotenoides tienen la capacidad de actuar como provitamina A,
dependiendo de la presencia de la B-ionona. Aproximadamente 50 de ellos seran
precursores de vitamina A basandose en consideraciones estructurales. El
caroteno mas abundante es el B-caroteno, éste es importante por tener dos anillos
de B-ionona al cual se le asigna un 100% de actividad. Otros carotenoides con
actividad de provitamina A son: a-caroteno (50-54%), B-zeacaroteno (20-40%), vy-
caroteno (50-52%), B-criptoxantina (50-60%) y B-apo-8’-carotenal (72%), mientras
gue las xantofilas como la zeaxantina, luteina, licopeno, astaxantina y violaxantina

no son precursores de esta vitamina (Rodriguez-Amaya, 1989).

Las funciones y acciones antioxidantes de los carotenoides estan determinadas
por las propiedades fisicas y quimicas de las moléculas. La geometria integral
molecular (tamafio, tipo, presencia de grupos funcionales) define si el carotenoide
es afin con las estructuras celulares y subcelulares, y el sistema de dobles enlaces

conjugados determina sus propiedades fitoquimicas y reactividad quimica.
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Ademas, las interacciones especificas con otras moléculas en la vecindad

inmediata son cruciales para el funcionamiento correcto (Youngy Lowe, 2001).

El GSH es la principal forma de almacenamiento de sulfato y actia como un
potente detoxificador de xenobidticos a través de reacciones de conjugacion.
Junto con su forma oxidada (GSSG), el GSH mantiene el equilibrio redox en los
compartimentos celulares (Mendoza y Moreno, 2006; Mishra et al.,, 2009).
Ademas, participa en la regulacion del ciclo celular. EI GSH reacciona con las
ERO para prevenir la oxidacibn de grupos tiol de enzimas, por lo que es
importante en la estabilizacion de muchas enzimas (Szalai et al., 2009).

Los compuestos fendlicos se pueden agrupar dependiendo de su estructura. Los
acidos fendlicos como, éacido caféico, acido ferulico, acido cumarico y acido
sinaptico, derivados del &cido hidroxicinamico y los flavonoides (chalconas,
flavonas, flavonoles, flavandioles, antocianinas y taninos condensados) comparten
una estructura comun de difenil pirano, permitiendo generar una multitud de
variaciones para dar lugar a una gran cantidad de compuestos (Karou et al., 2005;
Prakash et al., 2007).

Se considera que la propiedad antioxidante de los flavonoides resulta de una
combinacion de su capacidad para quelar Fe?" y atrapar radicales libres, ademas
de inhibir enzimas oxidasas, como lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa
y xantina oxidasa. Estas propiedades contribuyen a evitar la formacion de ERO y
de hidroxiperdxidos organicos (Escamilla et al., 2009). La biosintesis y regulacién
de los flavonoides esta influenciada por factores ambientales como radiacién
ultravioleta (UV), en particular la UV-B (Zhang y Bjorn, 2009).

Las ficobiliproteinas actiuan como pigmentos accesorios para la fotosintesis en
algas marinas de las familias de las Rhodophyceae, Cyanophyceae,
Cryptophyceae y algunas Pirrophyceae (Gantt y Lipschultz. 1974; Ma et al., 2003).
Se encuentran organizadas en estructuras celulares, llamadas ficobilisomas (Fig.

5), las cuales estan unidas en conjuntos regulares a la superficie exterior de los
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tilacoides. Las ficobiliproteinas son solubles en agua y estdn compuestas de
subunidades a, B y y de las ficoeritrinas (Wang et al., 1998), cada una de las
cuales consiste de una apoproteina y uno 0 mas grupos prostéticos tetrapirrélicos
de cadena abierta (cromoforos llamados bilinas), unidos mediante enlaces
covalentes a los residuos especificos de cisteina de las apoproteinas (Glazer,
1981).

Las ficobiliproteinas se dividen en tres clases segun sus propiedades de
absorcidn, ficoeritrinas (Amax ~ 540-570 nm), las cuales contienen los croméforos
ficoeritrobilina y ficourobilina; ficocianinas (Amax ~ 610—-620 nm), que contienen ya
sea una mezcla de los croméforos ficocianobilina y ficoeritrobilina o soélo
ficocianobilina, segun la especie de origen; y aloficocianinas (Amax ~ 650—655
nm), con ficocianobilina como grupo prostético (Glazer, 1981; Bermejo et al.,
2003).

Los cromoforos dan un color caracteristico a cada ficobiliproteina, rojo a la
ficoeritrina, azul brillante a la ficocianina, y verde azulado a la aloficocianina. Estos
pigmentos tienen uso potencial como colorantes naturales, en las industrias
cosmeética, farmacéutica y en alimentos gracias a su actividad antioxidante.
Algunos de ellos ya han sido extraidos de especies como Spirulina maxima,
Spirulina subsalsa, Spirulina platensis, Phorphyridum cruentum y Rhodosorus
marinus (Basaca-Loya et al., 2009; Serval et al., 1994). Se han descrito tres
mecanismos por los cuales las ficobiliproteinas ejercen un efecto protector. El
primero involucra la reduccion de marcadores oxidativos debido a su propia
estructura quimica de tetrapirroles lineales ya que pueden actuar como potentes
nucleofilos pudiendo neutralizar a las especias reactivas derivadas del oxigeno y
nitrdgeno evitando dafio oxidativo (Bermejo-Bescos et al., 2008; Sathyasaikumar
et al., 2007). El segundo mecanismo protector se debe a sus propiedades
guelantes, ya que estos pigmentos son usados para concentrar metales pesados
(Vannela'y Verma, 2006). El tercer mecanismo involucra el incremento del sistema

antioxidante enzimatico ya que se sugiere que los tetrapirroles lineales de las
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ficobiliproteinas tienen efectos similares a los de las catalasas (Cano-Europa et al.,
2009).
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Figura 5. Organizacién de las ficobiliproteinas en estructuras celulares, llamadas
ficobilisomas. Modificada de http://www.plantasyhongos.es

2.4. Factores que modifican la concentracion de los compuestos
antioxidantes

2.4.1. Nitrégeno

La principal fuente de nitrégeno en microalgas y cianobacterias suele ser
inorganica en forma de amonio (NH,"), nitratos (NO3) y nitritos (NO,) (Antia et al.,
1975; Fisher y Cowdell, 1982; Kaplan et al., 1986a); aunque a veces se utiliza una
fuente organica como la urea (NH,CONH,). Cuando el nitrégeno se incorpora en
forma oxidada, como NO3 o NO,, debe ser reducido antes de que pueda
incorporarse a moléculas organicas. La reduccion de NOj™ ocurre en dos pasos
catalizados por la nitrato reductasa (NR) y la nitrito reductasa (NiR). La mayoria de
las microalgas son capaces de utilizar nitrégeno en forma de NO,’, aunque no es
tan abundante en la naturaleza como las otras formas de nitrégeno inorganico.
Ademas, el NO, en altas concentraciones puede inhibir el crecimiento (Morris,
1974; Cresswell y Syrett, 1981).
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La asimilacién del nitrégeno inorganico es fuertemente dependiente de la luz; tanto
la intensidad luminosa, como la calidad de la luz pueden controlar la asimilacion
de NOj3 (Yoch y Gotto, 1982). Trabajos realizados con diferentes fuentes y
concentraciones de nitrégeno, han demostrado que el crecimiento asi como la
composicién bioquimica celular, varian ampliamente, por lo que la caracteristica
de manipular la concentracion de nitrogeno se utiliza para generar biomasa con
diferente calidad (Colla et al., 2007). La disponibilidad de nitrogeno afecta
negativamente a gran cantidad de procesos bioquimicos, como pueden ser
mecanismos de defensa y de reparacion de los efectos causados por la radiacién
UV (Sinha y Hader, 2008). Sin embargo, no se conocen totalmente las
consecuencias de la limitacién de nitrégeno ante el (los) efecto(s) que la radiacion
UV induce en la produccion primaria y, en general, se afirma que puede
incrementar la susceptibilidad hacia el dafio producido por ésta. Lo anterior puede
ser debido a efectos negativos sobre los procesos de defensa, como por ejemplo,
aguellos en los que intervienen enzimas o cofactores proteicos que necesitan del
nitrdgeno para su sintesis (Roy, 2000); o también enzimas que participan en la
detoxificacion de ERO cuya presencia se induce por la radiacibn UV (Lesser y
Shick, 1989b). Ademas, en un cultivo de microalgas y/o cianobacterias, la
limitaciébn de nitrdgeno disminuye la sintesis de proteinas, clorofila, ADN y el

tamafo celular (Doucette y Harrison, 1991).

2.4.2. Radiacion ultravioleta

La capa de ozono sirve como barrera para filtrar las radiaciones provenientes del
sol. Estas radiaciones se clasifican en tres tipos, ultravioleta C (UV-C, A=200-280
nm) que es absorbida plenamente en la atmdésfera; ultravioleta B (UV-B, A=280-
315 nm) que es filtrada un 90% por la atmosfera y que produce el bronceado de la
piel, las quemaduras y cancer de piel; y ultravioleta A (UV-A, A=315-400 nm) que
causa arrugas, manchas de la edad y pérdida de elasticidad (Matsumura y
Ananthaswamy, 2004). La disminucion de la capa de ozono estratosférico ha

causado un incremento del flujo de radiacién UV-B sobre la superficie terrestre y
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los ecosistemas acuaticos y, por tanto, un aumento en los dafios que esta

radiacion causa.
2.4.2.1. Efectos de laradiacién UV en las cianobacterias

Los efectos mas importantes de la radiacion UV en las cianobacterias se

esquematiza en la figura 6.
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Figura 6. Efectos de la radiacion ultravioleta sobre las cianobacterias y principales
estrategias de mitigacién. (Modificado de Shailendra et al., 2010).

2.4.2.2. Efectos de laradiacién UV en el ADN

La radiacién ultravioleta absorbida por el ADN (la cual puede ser UV-B en
condiciones normales), puede producir varias lesiones pero la mayoria
corresponden a la dimerizacion o la formacion de aductos. Ello afecta a las bases
de pirimidina adyacentes en una cadena de ADN. Los productos de la

dimerizacion son dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs) y los aductos
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(propiamente llamados 6-4 pirimidinas, 1-2°-pirimidina), son frecuentemente
agrupados como fotoproductos. La radiacion UV transforma los fotoproductos a
fotoisdbmeros. Esta transformacion se genera tanto con radiacion UV-A (Takeuchi
et al., 1998) como con UV-B (Ravanat et al., 2001).

Las purinas también son afectadas por la radiacion UV. Asi, la adenina puede
combinarse con las adeninas adyacentes o con los residuos de timina. Esto ocurre
muy poco, pero es biolégicamente importante debido a que no es tan facil
repararlo como los CPDs y los fotoproductos. Los aductos adenina-timina son

altamente mutagénicos (Zhao y Taylor, 1997).

Las bases del ADN también pueden sufrir dafio fotooxidativo. Este fenomeno
fotooxidativo puede ser producido de diversas formas y su frecuencia ain no ha
sido establecida. Un proton incide directo a una base y expulsa un electron, el
espacio vacio del electron mediante la interaccion con el agua puede migrar a lo
largo de la cadena del ADN hasta que encuentra un residuo de guanina, formando
el 2,6-diamino-4-hidroxil-5-formamidopirimidina. Otra posibilidad es que una
pirimidina o una purina después de la fotooxidacion entre a un estado de triplete

excitado y reaccione con el oxigeno, generando 'O, (Ravanat et al., 2001).

2.5. Spirulina (Arthrospira) maxima

Es una cianobacteria planctonica que forma poblaciones masivas en cuerpos de
aguas tropicales y subtropicales caracterizada por altos niveles de carbonato o
bicarbonato y pH elevado (llitis, 1980). Esta especie representd el principal
componente del fitoplancton del lago Texcoco, el cual puede ser considerado el

habitat original de esta especie (Durand-Chastel, 1980).

2.5.1. Clasificaciéon taxonémica

De acuerdo con la clasificacion del manual de bacteriologia determinativa de
Bergey, Spirulina (Arthrospira) pertenece a las bacterias fotosintéticas oxigénicas

que cubren los grupos cianobacteria y Prochlorales (Castenholz y Waterbury,
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1989; Whitton, 1992), las cuales estan por filogenia relacionadas con la secuencia
de la ARNTr (acido ribonucleico ribosomal) sub-unidad 16S. En funcion de los datos
de esta sub-unidad y la sub-unidad ARNr 5S, estos procariontes se clasifican
dentro del grupo de las eubacterias. La clasificacion taxondmica de Smax, se

presenta en la tabla Il.

Tabla Il. Clasificacion taxondmica de Spirulina (Arthrospira) maxima

Dominio: Bacteria

Phylum: Cyanobacteria

Clase: Cyanobacteria

Orden: Oscillatoriales

Familia: Oscillatoriaceae

Género: Spirulina

Especie: maxima

2.5.2. Ciclo de vida

Un aspecto fundamental de la biologia de Spirulina es su ciclo de vida, debido a
las implicaciones taxondmicas, fisiologicas y de cultivo (Ciferri, 1983; Richmond,
1986). Este periodo se resume en las siguientes etapas fundamentales: a)
fragmentacion de los tricomas, b) ampliacion de los hormogonios celulares, c)
procesos de maduracion y d) elongacion de tricomas. Los tricomas maduros se
dividen en varios filamentos pequefios u hormogonios a través de la formacién
previa de células especializadas, necridios celulares, en el que el material celular

se reabsorbe permitiendo la fragmentacion. El numero de células en el
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hormogonio se incrementa por fision binaria. En este proceso, los tricomas crecen

longitudinalmente y se lleva a su forma helicoidal (Fig. 7) (Balloni et al., 1980).

Sacrificial
cell (Neeridium)
Or lysing cell

Hormogona
Cells

Figura 7. Ciclo de vida de Spirulina (Arthrospira) maxima (Tomado de Sanchez et
al., 2003b).

2.5.3. Composicion bioquimica

Al estar agrupadas como cianobacterias, la Spirulina posee un tipo de pared
celular caracteristica que logra favorecer su digestibilidad; por lo que sus
constituyentes son asimilables. De esta manera, incluso los mas fragiles
(vitaminas, acidos grasos esenciales) estan disponibles sin degradacion alguna

(Becker y Venkataraman, 1982).

El contenido de proteinas en Spirulina oscila entre 50 y 70% de su peso seco
(Becker y Venkataraman, 1982). Desde el punto de vista cualitativo, las proteinas
de Spirulina contienen todos los aminoacidos esenciales, que representan el 47%

del peso total de las mismas (Tiboni y Ciferri, 1985). Al contrario de otros
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microorganismos propuestos como fuente de proteinas, Spirulina no contiene
pared celulésica, sino una cubierta de mureina, relativamente fragil (Tiboni y
Ciferri, 1985). Los carbohidratos constituyen del 15 al 25% de la materia seca en
Spirulina. Los glucidos simples Unicamente estan presentes en pequefas
cantidades y estos son glucosa, fructosa y sacarosa; también se encuentran
polioles como glicerol, manitol y sorbitol (Belay, 2002).

En Spirulina platesis y Spirulina maxima se ha reportado que la concentracion de
lipidos totales es entre 5.6 y 7% del peso seco (Belay, 2002). Otros estudios
seflalan mas del 11% (Becker y Venkataraman, 1982). Los lipidos totales pueden
ser extraidos de la fraccion saponificable y de la insaponificable. La fraccion
saponificable esta compuesta principalmente por monogalactosil y digalactosil
diglicéridos, sulfoquinovosil diglicéridos y fosfatidilglicéridos (Tiboni y Ciferri, 1985).

El B-caroteno representa el 80% de los carotenoides totales de Spirulina; el resto
estd compuesto principalmente de fucoxantina y de criptoxantina (Belay, 2002). Se
encuentran entre 700 y 1700 mg de B-caroteno y aproximadamente 100 mg de
fucoxantina y de criptoxantina por kilogramo de biomasa seca (Sanchez et al.,
2003b).

Las proteinas que tienen el mas alto potencial econémico son las ficobiliproteinas.
Spirulina contiene tres ficobiliproteinas ficocianina, aloficocianina y ficoeritrina. La
fraccion proteica puede contener hasta un 20% de ficocianina, un pigmento
hidrosoluble azul (Ciferri, 1983). La ficocianina puede ser utilizada como pigmento
natural para alimentos, medicamentos y en la industria cosmética para reemplazar

los pigmentos sintéticos (Vonshak, 1997).
2.6. Phormidium persicinum

El género Phormidium, incluye un gran nimero de especies de ambientes marinos
y de agua dulce, con diferentes tamafios celulares, diferentes grado de
constriccion en las paredes transversales (Kutzing, 1849). La clasificacion

taxondmica de Php, se presenta en la tabla lll.
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Tabla Ill. Clasificacion taxonomica de Phormidium persicinum

Dominio: Bacteria

Phylum: Cyanophyta
Clase: Cyanophyceae
Orden: Oscillatoriales
Familia: Phormidiaceae
Género: Phormodium

Especie: persicinum

Esta cianobacteria ha sido poco estudiada. Pintner y Provasol (1958) la cultivaron
en condiciones artificiales, determinando el rango de temperatura en el que puede
crecer, la fuente de nitrégeno preferencial para su metabolismo y la concentracién
de vitaminas. Palinska et al. (2011), en un analisis taxon6mico basado en
morfologia, pigmentos y marcadores moleculares, la diferenciaron de otras

especies del mismo género.
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3. PREGUNTA CIENTIFICA

¢El cultivo de las cianobacterias bajo condiciones simuladas de estrés ambiental
en el laboratorio, como la exposicion a radiacion UV y deficiencia de nitrégeno
inorganico, incrementara su contenido de antioxidantes y reducira la actividad

fotosintética?

4. HIPOTESIS

Si la capacidad antioxidante es una respuesta intrinseca de las células a las
variaciones ambientales como variables fisico-quimicas (radiacion UV y nitrégeno
inorganico), entonces Spirulina (Arthrospira) maxima y Phormidium persicinum
cultivadas en deficiencia de nitrégeno y expuestas a radiacion UV modificaran el
contenido de compuestos antioxidantes. Se espera un incremento de la capacidad
antioxidante en presencia de radiacion UV y deficiencia de nitrégeno inorganico

relacionado con una disminucion de la actividad fotosintética.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del estrés provocado por la deficiencia de nitrdgeno y radiacion
UV sobre la actividad fotosintética y la producciéon de compuestos antioxidantes

en las cianobacterias Spirulina (Arthrospira) maxima y Phormidium persicinum.

5.2. Objetivos especificos

1. Caracterizacion fotobiolégica (crecimiento y fotosintesis) de las cepas
Spirulina (Arthrospira) maxima y Phormidium persicinum cultivadas bajo
condiciones control y sometidas a estrés.

2. Determinar la capacidad antioxidante total en las cepas cultivadas bajo
condiciones control y sometidas a estrés.

3. Determinar la actividad de las enzimas superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), peroxidasas totales (POX) en las cepas cultivadas bajo
condiciones control y sometidas a estrés.

4. Determinar el contenido de clorofila a, carotenoides, ficobiliproteinas,
vitaminas C y E, compuestos fendlicos totales y produccion de radical
superoxido (0,*) en las cepas cultivadas bajo condiciones control y
sometidas a estrés.

5. Determinar el contenido especies reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS),
acidos grasos, lipidos, proteinas y carbohidratos totales en las cepas
cultivadas bajo condiciones control y sometidas a estrés.
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6. JUSTIFICACION

La toxicidad de los antioxidantes sintéticos ha dado lugar a la reduccién de su
empleo y al aumento en las investigaciones sobre sustancias antioxidantes de
origen natural. La diversidad de especies y la versatilidad metabdlica de las
cianobacterias frente a condiciones ambientales cambiantes, las convierten en
fuentes potenciales de produccion de estos compuestos. Aunque los antioxidantes
se producen de manera natural en las cianobacterias, es necesario establecer
estrategias de cultivo a nivel laboratorio para generar conocimiento fotobioldgico,

fisiolégico y bioquimico para su posible uso biotecnologico.

En el medio natural bajo condiciones de estrés ambiental como puede ser el
incremento de dosis de radiacion fotosintéticamente activa (PAR), presencia de
radiacion UV o deficiencia de nutrientes, especialmente nitrégeno inorganico, la
actividad antioxidante en las cianobacterias aumenta como respuesta de
proteccion frente a las ERO. El objetivo del presente estudio, fue evaluar el efecto
de la deficiencia de nitr6geno y la radiacion UV en la respuesta fotobiologica y en
la produccion de metabolitos con capacidad antioxidante de las cianobacterias
Spirulina (Arthrospira) maxima y Phormidium persicinum y proponer para un futuro

su posible escalamiento para su utilizacion en aspectos biotecnoldgicos.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Material biolégico y condiciones de cultivo

Las cepas de cianobacterias se adquirieron en UTEX The Culture Collection
of Algae y se mantienen en el cepario del CIBNOR. Php (LB 2425) se cultivd
en medio F/2 (Guillard y Ryther, 1962) en matraces de vidrio en un volumen final
de cultivo de 1.9L con un in6culo de 0.9L. Smax (LB 2342), se cultivd en medio
Jourdan (2006) con volumenes de cultivo y de indculo iguales a las anteriormente
mencionadas. Todos los cultivos se realizaron en las siguientes condiciones de
laboratorio: temperatura 24+1°C, irradiancia incidente de 130 pmol m? s para
Smax y 30 pmol m? s™ para Php, fotoperiodo 12h luz: 12h oscuridad, aireacién

continua, pH 7.8 y 10.5, para Php y Smax respectivamente.

Se realizaron curvas de crecimiento de cada una de las cepas. Se tomé
diariamente bajo condiciones de esterilidad una alicuota de 20 mL de cultivo, y se
realizé por duplicado la determinaciéon de peso seco total y cenizas (Arredondo
Vega et al., 1997).

Conocidas las curvas de crecimiento de ambas cepas en condiciones control, se
seleccioné el tiempo en el cual el cultivo estuvo en la fase media exponencial (7
dias para ambas) y en esa fase se sometié al estrés por deficiencia de nitrégeno
(6 dias para Smax y 28 horas para Php. De todos los cultivos se realizaron 6
réplicas (n=6) y se determiné peso seco al inicio y la final del experimento
(Arredondo Vega et al., 1997). La biomasa de Smax se cosechd con tamices de
30 um de diametro de poro y se almacend a -80°C hasta su procesamiento. La
biomasa de Php se cosechd por centrifugacion a 629 x g, a 10°C durante 5

minutos, y se almacend a -80°C hasta su procesamiento.
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En los experimentos ademas de radiacion PAR, también se aplico radiacion UV.
Las lamparas usadas para proporcionar radiacibon PAR fueron lamparas
fluorescentes (PHILIPS MASTERTLD 36W/865, Irradianciapar = 80 pmol m? s™) y
para UVR (UVA, Q-Panel 340, Irradianciauya=12-47 W m, Irradianciayys = 0.67 W
m?). La radiacion espetral recibida por los organismos en cada uno de los
tratamientos, PAR y PAR+UVR se presenta en el anexo 11.

La distancia a la que se colocaron los cultivos de la fuente de luz para conseguir
las irradiancias anteriormente indicadas, se establecio de acuerdo a medidas
espectrales tomadas a distintas distancias de las lamparas para poder obtener
unas ecuaciones exponenciales que explican la atenuacion de la luz (coeficiente

de atenuacion, K).

A partir de estas ecuaciones (R = 0.99) se calculd la distancia a la que debian
colocarse los matraces para obtener asi la irradiancia deseada. La irradiancia se
determind utilizando un espectroradiometro de multidiodos (Sphere Optics SMS
700). De las ecuaciones obtenidas a partir de los ajustes exponenciales, se
obtienen los valores de atenuacion (K) para PAR, UV-A y UV-B, siendo y la
irradiancia a una distancia x de la fuente de luz. De acuerdo a la atenuacion de la
luz, en todos los casos se ajustan a una ecuacién exponencial negativa (R* =
0.99). La radiacién UV-A y UV-B aplicada fue de 26 W m? y 1.8 W m?

respectivamente.
Y= ae®™ (Ecuacién general) 1)
Y=111.71 e "% K = -7.056 (PAR) 2)
Y=18.142 %% K = -5.83 (UV-A) (3)
Y=0.9531 e>%%%: K = -5.602(UV-B) (4)

El tiempo de estrés por radiaciéon UV fue el mismo al de estrés por deficiencia de

nitrogeno, 6 dias para Smax y 28 horas para Php.
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7.2. Anédlisis

7.2.1. Determinacion de peso seco y contenido organico e inorganico

Para la determinacion de peso seco total y cenizas, se utilizé6 la metodologia
propuesta por Arredondo-Vega y Voltolina (1997). Esta se fundamenta en la
separacion de la biomasa del medio de cultivo mediante filtracion al vacio en
membranas de fibra de vidrio, cuya porosidad nominal depende del tamafio de la
célula y de una solucién de lavado de acuerdo a su naturaleza. Se lavan los filtros
con agua destilada y se dejan secar. Una vez secos, se transfieren a sobres de
papel aluminio que son prequemados a 490°C por 6 horas. Los filtros
prequemados se colocan en un desecador durante 1.5 horas y se pesan hasta

verificar que el peso permanece constante.

Se toma un volumen conocido del cultivo y se filtra al vacio en las membranas a
peso constante. La muestra de Php se lavaron con 10 mL de formato de amonio
(0.5 M), en el caso de Smax se lavaron con 10 mL de agua destilada. Se filtran
nuevamente y se guardan los filtros en el sobre. Los sobres (entreabiertos) con el
filtro se colocan en una estufa a 65°C durante al menos 12 h. Después del secado,
se pasan los filtros al desecador durante 1.5 horas y se pesan rapidamente. Se
regresan los filtros a la estufa y se repitidé la operacién hasta asegurarse que se

logro el peso constante.

Por diferencia entre el peso del filtro vacio y el peso del filtro con la muestra y
dividido entre el volumen de cultivo filtrado, se obtiene el peso seco total (ug mL™
o mg mL™). El filtro con la biomasa seca y pesada se incinera en una mufla a
490°C 6 horas. Se repite el paso estufa-desecador-balanza mencionado
anteriormente, hasta peso constante. Por diferencia de peso entre el filtro vacio y
el filtro con las cenizas, se obtiene el peso inorganico o peso de cenizas (ug mL™ o
mg mL™). Por diferencia entre el peso del filtro con la muestra seca y el filtro con

las cenizas, se obtiene el peso organico.
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7.2.2. Medida de la fotosintesis por la fluorescencia in vivo de la clorofila a
asociada al fotosistema Il (FSII)

Este tipo de determinacién se basa en el comportamiento de la molécula de la
clorofila al ser excitada por un foton. Mediante esta técnica basada en someter a
un organismo a pulsos de luz, se puede cuantificar una serie de parametros.
Cuando la molécula de la clorofila es excitada por un fotén, la energia generada
puede canalizarse de 3 formas: via fotoquimica (transporte electronico), disipacion

en forma de calor (disipacion térmica) y fluorescencia (Fig. 8).
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Figura 8. Vision general del proceso fotosintético. La luz absorbida en
forma de energia es usada fotoquimicamente durante las reacciones
luminosas. El exceso de energia que no entra a formar parte de la via
fotoquimica, es reemitida como calor o fluorescencia. Para medir la
fluorescencia como proceso involucrado en la fotosintesis, se hace uso de
los fluorometros de amplitud modulada (PAMs). Tomada de Gil-Jerez C.
2015.
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7.2.2.1. Rendimiento cuantico efectivo in situ Y(ll)

Para la medida del Y(ll), se utilizé el método del pulso de saturacion con luz roja,
proporcionada por el fluorémetro WATER-PAM (Fig. 9). Metodologicamente, la
fibra Optica del equipo se coloco por la parte exterior del matraz donde estaba el
cultivo de la cianobacteria. Con la luz de medida, el PM-gain y Out-gain, se ajust6
la fluorescencia basal de los centros de reaccion parcialmente reducidos del FSII
(Fo) en un valor entre 200 y 400 mV. Después de ajustar el equipo, se le realizé
auto cero. Posterior a esto, se dieron los pulsos de saturacion durante el tiempo

que duré cada tratamiento en diferentes posiciones del matraz.

Adaptadas a oscuridad Adaptadas a luz
{Experimento 1) (Experimento 2)
m IEEEEEgEETES AEEEEEEEETEE aNEETEEEE S ST BN
L E:tim:i!inlnn
fotoquimica
1
F, 4 T——
Extincion
" fotoguimica (AF)
F I R
o A
D_é """ i\ """"""""""""
ML gp SP

Luz actinica ON Luz actinica OFF

Figura 9. Método del pulso de saturacion. Bajo la luz de medida (ML), se mide Fo.
Después de aplicar un pulso de luz de saturacion (SP), se alcanza la maxima
fluorescencia (Fn,). Mas tarde, las muestras se iluminan con luz actinica y se
someten a una serie de pulsos de saturacion para alcanzar el etado estacionario
(Ft) y la fluorescencia maxima (Fy"). Por ultimo, la luz actinica se apaga para
medir la fluorescencia minima después de la iluminacion (Fy").
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7.2.2.2. Curvas rapidas de luz (RLC)

Curvas rapidas de luz (RLC) (Schereiber et al., 1995). Se tomaron 10 mL de
cultivo de cada tratamiento a diferentes tiempos. Las alicuotas fueron introducidas
a camaras de incubacion. Después de la incubacion, se realizaron las RLC a
irradiancias crecientes (E1=5, E2=7, E3=11, E4=16, E5=25, E6=38, E7=59,
E8=89, E9=126, E10=179, E11=311 y E12=461 pmol fotones m™?s™) de luz roja
proporcionada por el fluorometro WATER-PAM.

El Fo (fluorescencia basal de los centros de reaccién totalmente oxidados del FSiIlI)
y el Fy, (fluorescencia méxima de los centros de reaccién totalmente reducidos del
FSIl) se obtuvieron después de 15 minutos en oscuridad para obtener el
rendimiento cuantico maximo (F./Fn). F, es la diferencia entre F, y Fo (Schereiber
et al., 1995). El rendimiento cuantico efectivo (AF/Fn) y la tasa de transporte de
electrones (ETR) en las cianobacterias ya sometidas a luz, se calcularon de

acuerdo a Schereiber et al. 1995:
AF/Fm' = (Fm' = F)/ Fm' (5)
ETR (umol electrones m?s™) = AF/F, x E x A x Fy, (6)

Dénde E es la irradiancia PAR incidente; A es la absorptancia y Fll es la fraccion
de cuantos absorbidos por el FSIl en la banda PAR (400-700 nm), que tiene el
valor de 0.36 en cianobacterias (Johnsen y Sakshaug, 2007). El ETR méaximo
(ETRmax), la eficiencia fotosintética (a), irradiancia de saturaciéon (Ek), e
irradiancia de fotoinhibicion (Eopt), fueron obtenidos del ajuste matematico usando

modelos tangenciales reportado por Eilers y Peeters (1988) (Fig. 10).
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Figura 10. Detalle de los parametros fotosintéticos en una curva ETR ajustado de
acuerdo a Eilers y Peters (1988) a distintas irradiancias PAR. La fotosintesis
aumenta a medida que la irradiancia es mayor, hasta alcanzar el punto de la
fotosaturacion (Is=Eyx), donde la tasa fotosintética es maxima (ETRmax) y
posteriormente se produce la fotoinhibicion (Ih=Eopt). Podemos obtener
parametros fotosintéticos como la eficiencia fotosintética (a) y la irradiancia de
saturacion (E).

7.2.2.2.1. Absorptancia (A)

Las mediciones de A se realizaron en suspension. Se tomaron 3 mL de cultivo de
cada tratamiento y del medio de cultivo a diferentes tiempos. Para establecer la
concentracion a la cual se realizo la medicién de A, se realizaron mediciones de
absorbancia en los cultivos. Se tomo de referencia la longitud de onda de maxima
absorcion del pigmento mayoritario segun Siegelman y Kycia (1978) de cada cepa:
ficocianina (615 y 652 nm) para Smax y ficoeritrina (562 nm) para Php. La
absorbancia se establecio en un valor de 0.4 para cada cepa y para todos los
tratamientos. Cuando la medicion de la absorbancia fue arriba de 0.4, se diluyo

con medio de cultivo estéril. 2 mL de cultivo celular fueron colocados en una
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camara para determinar (Fig. 11) Et y Eo a partir del medio de cultivo. El valor de
A fue calculado con la siguiente ecuacion:

Et
A=1-2 7)

Dénde A es la absorptancia del cultivo celular de la fraccion de irradiancia
incidente, Et es la irradiancia del cultivo y Eo es la irradiancia del medio de cultivo
estimados, usando un sensor PAR con un coseno de respuesta (LICOR 192 SB).

El montaje del sensor y la fuente de irradiancia PAR, se muestra en la figura 11.

Figura 11. Mediciones de absorptancia (A) con sensor LICOR 192 SB

7.2.3. Determinacion de la capacidad antioxidante total

Se utilizé el protocolo Brand-Williams et al. (1995), el cual se fundamenta en la

evaluacion de la capacidad que tienen las células para atrapar radicales libres.

Se prepar6 una solucion de 2,2-difenil-2-picril-hidracil (DPPH 125 uM) en metanol.

En microplacas se mezclé 20 yL de cada extracto hidroalcohdlico de biomasa
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liofilizada (100 mg) y 200 pyL de la solucién de DPPH. Previamente se realizo la
curva de calibracion utilizando acido galico en un gradiente de concentracion de 5
a 100 uyM y se leyd a Asisnm. La capacidad antioxidante total se determind por la
disminucién en la absorbancia a 515 nm en un lector de microplacas. Los

resultados se expresaron en uM de acido galico.

7.2.4. Determinacién de la actividad de las enzimas antioxidantes

Para la determinacion de la actividad de las enzimas superéxido dismutasa (SOD)
y catalasa (CAT) se pesaron 100 mg de biomasa fresca de cada cianobacteria, se
homogeniz6 (273 x g, 40 segundos en frio) con 2 mL de la solucion para
homogenizar (K,PO4 50 mM, pH 7.5), y 20 yL de fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) (1 mM en etanol al 96%). EI homogenizado se centrifug6é a 2,200 x g a
4°C durante 15 minutos. El extracto se empledé inmediatamente para cuantificar la

actividad de las enzimas antioxidantes.

7.2.4.1. Superoéxido dismutasa (SOD, E.C.1.15.1.1)

La determinacion de la actividad enzimatica de SOD, se realiz6 de acuerdo al
protocolo propuesto por Suzuki (2000), que se fundamenta en la generacién de
0,* de manera constante a partir del sistema xantina/xantina oxidasa (Fig. 12). El
0,* entra en contacto con el nitroazul de tetrazolio (NBT), lo reduce y produce
formazan, cuyo cambio puede ser detectado por espectrofotometria a 560 nm

cuando la SOD inhibe la reduccién del NBT.
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Figura 12. Fundamento para la determinacion de SOD: el sistema xantina/xantina
oxidasa produce el radical superéxido (O,*). El O,* entra en contacto con el
nitroazul de tetrazolio (NBT) lo reduce y genera formazan, cuyo cambio puede
ser detectado por espectrofotometria cuando la SOD inhibe la reduccién del NBT.
(Modificado de www.dojindo.com).

Todos los reactivos se mantienen en bafio de agua a 25°C. En una celda de
plastico, se mezclé 1.45 mL de la solucion de trabajo (solucién amortiguadora
sodio-carbonato 50 mM, xantina 0.1 mM, NBT 0.025 mM, EDTA 0.1mM), 25 pL de
xantina oxidasa (0.1 U mL™ en sulfato de amonio 2 M) y 25 uL del extracto
enzimatico. El blanco se preparé sustituyendo el volumen de extracto enzimatico
con solucion para homogenizar. Posteriormente se registré en un espectrometro el

cambio de absorbancia a 560nm cada 30 segundos durante 5 minutos.

Una unidad de SOD se define como la concentraciéon de enzima necesaria para la
inhibiciéon del 50% de la maxima reaccion del O,* con el NBT. La actividad de la

enzima se expresa en U de SOD mg™ proteina.


http://www.dojindo.com/
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7.2.4.2. Catalasa (CAT, E.C.1.11.1.6)

Para la determinacion de la actividad de la enzima CAT se utilizo el protocolo de
Aebi (1984), el cual se fundamenta en la capacidad que tiene ésta en
descomponer H,O, en agua y oxigeno, por lo que se cuantifica la descomposicion
del H,O, por espectrofotometria a Azsonm. TOdOS l0S reactivos se mantuvieron en
bafio de agua a 25°C. La solucion de trabajo se prepar6 en fresco utilizando una
solucion patron de H;O, (20 mM), la cual se diluyé (1:1) con solucion
amortiguadora de fosfatos (0.1 mM). En una celda de cuarzo se mezclé 1.5 mL de
la solucién de trabajo con 10 pL del extracto enzimatico y se registré el cambio en

la absorbancia a 240nm cada 15 segundos durante 3 min.

Una unidad de CAT se define como la concentracion de enzima necesaria para
reducir 1 ymol de H,O, por minuto. La actividad enzimatica se expresa en U de

CAT mg™ proteina.

7.2.4.3. Actividad de las enzimas peroxidasas totales (POX)

La actividad de las enzimas POX se determind mediante la técnica propuesta por
Kar y Mishra (1976). Las muestras de biomasa fresca (100 mg) se homogenizaron
en las mismas condiciones que en SOD y CAT. El extracto se colecté y se empled
para los andlisis posteriores. En celdas de cuarzo se mezcld 1350 pL de agua, 125
ML de solucion amortiguadora de fosfatos (KHPO,4, 100 mM, pH 7), 24.5 uL de
H,O, (50 mM), 500 pL de pirogalol (50 mM) y 500 pL del extracto enzimatico. La
mezcla de reaccién se incub6 por 1 min a 25°C, y la reaccion se detuvo con la
adicion de 250 yL H,S04 (5%v/v). Para el blanco, se mezclan todos los reactivos
especificados anteriormente y en el mismo orden, sélo que la reaccion se detiene

inmediatamente después de agregar el volumen de extracto y se incuba.
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La actividad se determiné por espectrofotometria a 420nm. Una unidad de
actividad de POX se define como la concentracion de enzima necesaria para
incrementar 0.1 unidades de absorbancia por minuto. La actividad de especifica

de POX se expresa como U de POX mg™ proteina.

7.2.5. Determinacion de la actividad antioxidante no enzimatica

7.2.5.1. Determinacion de carotenoides totales

Para la cuantificacion de carotenoides totales, se utiliza el protocolo de Vidusi et
al. (1996). La técnica se fundamenta en la extraccion de estos compuestos
liposolubles que se localizan en las membranas celulares con solventes organicos
como hexano o acetona. Se pesaron 5 mg de biomasa y se colocé en un tubo de
vidrio limpio con tapdn de rosca, el cual se cubrié con papel aluminio para evitar la

fotooxidacion.

Se afiadi6 1 mL de acetona al 100% grado HPLC y 0.5 mL de NaCl 4 M, se
homogeniz6 en vortex durante 1 minuto con la maxima velocidad para permitir la
resuspension celular y la extraccion de los pigmentos. Se sonic6 en bafio de hielo
por 20 minutos y las muestras se dejaron extrayendo a -10°C durante 16 horas.
Después de incubar, se adicioné 2 mL de agua HPLC y 1 mL de hexano 100%, se
sonicé nuevamente en las condiciones anteriores y se centrifugd a 2,215 x g por
10 minutos a 15°C para formar las dos fases. La fase superior (hexano) se separé
con pipeta Pasteur limpia y se coloc6 en otro tubo también limpio y protegido de la
luz. Se hicieron lavados hasta que la fase superior qued6 transparente. Se seco el
extracto con nitrégeno gaseoso y agregd 3 mL de acetona al 100% y finalmente se

leyé en el espectrofotbmetro a 480 y 510nm.

La concentracibn de carotenoides totales se calculd6 mediante la ecuacion
propuesta por Strickland y Parsons (1972). Los resultados se expresan en yg mL™
de extracto.
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7.2.5.2. Determinacion de ficobiliproteinas

Para la determinacion de la concentracion de las ficobiliproteinas, se utiliza la
técnica propuesta por Lawrenz et al. (2011). Las ficobiliproteinas o ficobilinas son
pigmentos hidrosolubles que se encuentran asociados a la membrana tilacoidal.
Para su extraccion se utiliz6 una solucion amortiguadora de fosfatos en frio
acompafiada de pasos de ruptura de la membrana por congelamiento-
descongelamiento. Se pesaron 5 mg de biomasa liofilizada y se le adicioné 5 mL
de solucién amortiguadora de fosfatos (K;HPO4: KH,PO,;) 100 mM pH 6. Se
homogeniz6 con vortex durante 1 minuto y se congel6 a -20°C por 2 horas.
Después se descongelé a 5°C por 48 horas y sonicé durante 15 minutos. El
extracto se separ6 por centrifugacién a 2,215 x g, 10°C durante 15 minutos y se

coloco en un tubo limpio y protegido de la luz (tubo 1).

La pastilla celular se resuspendié en otros 5 mL de solucion amortiguadora de
fosfatos y se dejé extrayendo (48 h a 5°C), se centrifug6 y se colocé el extracto
junto al del tubo 1. La cantidad de ficoeritrina, ficocianina y aloficocianina, se
determind espectrofotométricamente a 562, 615 y 652nm respectivamente,
aplicando las ecuaciones propuestas por Siegelman y Kycia (1978). Calibrando el
blanco con solucion amortiguadora de fosfato de fosfatos. Los datos se

expresaron en pug mL™ de extracto.

7.2.5.3. Determinacion de vitamina C

El contenido de vitamina C en las cianobacterias se determina por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), utilizando el protocolo adaptado de Carvajal et
al. (1997) y Ledezma-Gairaud (2004). A partir de 500 mg de biomasa liofilizada, se
extrajo con 1 mL de la solucién de extraccion (acido metafosférico al 3%, acido
acetico al 8% y EDTA al 0.01 M). Las muestras se homogenizaron, se dejaron

reposar 40 min en frio y protegidas de la luz. Posteriormente, se centrifugaron a
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2,215 x g por 15 min a 4°C y el extracto obtenido se filtré con membranas de
celulosa de 0.45 ym. Se inyectaron 10 yL de cada muestra en el HPLC,
acondicionada con una columna BDS HYPERSYL C8 de 250 mm de longitud x 5
pMm diametro externo x 4.6 mm de diametro interno. Para el sistema de separacion
se utilizé un gradiente empleando 2 fases moviles, agua desionizada pH 2.4:
H,SO,: acetonitrilo (grado HPLC). Todos los resultados se obtuvieron a 245 nm.
Para los célculos, se realizo una curva de calibracion utilizando acido L-ascorbico
de 5 a 200 ng pL™, con la que se generd la ecuacion de la recta mediante graficos
de area y concentracion derivados de la curva de calibracion. Los resultados se
expresaron como mg de &cido ascérbico mg™ peso seco.

7.2.5.4. Determinacion de vitamina E

Para la cuantificacion de vitamina E, se pes6 500 mg de biomasa liofilizada a los
cuales se les afiadio 1 g de Na,SO, anhidro, 7 mL de hexano, 4 mL de etanol
(grado HPLC) y 2 mL de agua destilada. Se homogenizé por 1 minuto, y despues
se le afadi6 200 pL de butilhidroxitolueno (BHT, 12.5% p/v en acetona). Las
muestras se centrifugaron a 2,200 x g durante 15 minutos a 25°C. Se separon las
dos fases obtenidas, el extracto y la pastilla celular. La pastilla celular se lavé con
7 mL de hexano, se agit6 en un vortex por 30 segundos y se centrifugd una vez
mas en las mismas condiciones. Se recuperd el extracto y se mezclé con el
obtenido anteriormente. La mezcla final de extracto se evaporé a sequedad con
nitrdgeno gaseoso. El extracto concentrado se resuspendiéo en 12 mL de etanol,
800 pL de pirogalol (1% p/v) y 2 mL de KOH (50%p/v), se mezcld y se colocd en
bafio de agua a 65°C por 15 minutos. Transcurrido el tiempo, se enfrio en bafio de
hielo para detener la reaccién. A cada muestra se le afadi6 800 yL de BHT
(12.5% pl/v en acetona), 7 mL de hexano, 5 mL de agua desionizada y se agitd
durante 10 segundos para un nuevo lavado. Se recupero el extracto y se evaporo
a sequedad con nitrégeno gaseoso. Posteriormente, la muestra se resuspendio en

200 pL de acetonitrilo. Las muestras se filtraron con membranas de acetato de
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celulosa de 0.45 pm de porosidad. Durante todo el protocolo, las muestras se

mantuvieron protegidas de la luz.

Se inyectaron 10 uL de la muestra en el HPLC (Alava et al. 1993) acondicionado
con una columna BDS HYPERSYL C8: 250 mm de longitud x 5 ym diametro
externo x 4.6 mm de diametro interno. El sistema de separacion consistié de
acetonitrilo (grado HPLC al 100%). Las condiciones del HPLC fueron: detector de
UV a 280 nm, flujo de 1 mL min™. Se realizé una curva de calibracién utilizando a-
tocoferol en un rango de concentracién de 5 a 200 ng pL™. Los célculos se
realizaron utilizando la ecuacion de la recta derivada de la curva de calibracion.

Los resultados se expresaron como pg de a-tocoferol mg™ peso seco.

7.2.5.5. Determinacion de compuestos fendlicos totales

Para extraer los compuestos fendlicos totales se pesaron 250 mg de biomasa
liofilizada y se les adicion6 2.5 mL de solucion de agua: metanol: acetona (5:3:2)
en frio y protegiéndolas de la luz. Se homogenizé en vortex durante 2 minutos y se
incubd en agitacion por 1 hora a 25°C. Después de la incubacion se filtré con
jeringas y membranas de acetato de celulosa de 0.45 ym de porosidad. El
contenido de compuestos fendlicos totales se determind usando el reactivo de
Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). Dicho método se fundamenta en la

capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes.

El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sodico, que
reacciona con cualquier fenol. La transferencia de electrones a pH béasico reduce
los complejos fosfomolibdico-fosfotungstinico en 6xidos, cromégenos de color azul
intenso de tungsteno (WgO23) y molibdeno (MogOz3), siendo proporcional la

coloraciéon al niumero de grupos hidroxilo de la muestra.

En una microplaca se mezclo una alicuota de cada uno de los extractos
hidroalcohdlicos (10uL) con 15 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1:1 v/v); se

incub6é durante 1 min y posteriormente se adicion6 100 yL de la solucion de
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carbonato de sodio (Na,COs, al 2% p/v) y 100 yL de una solucion de hidréxido de
sodio (NaOH, al 0.4% p/v). La mezcla de reaccion se incubdé por 20 minutos a
temperatura ambiente y protegida de la luz antes de leer la absorbancia a 760 nm

en un lector de microplacas.

Previamente, se generd la curva de calibracion utilizando &cido galico en un
gradiente de concentracién de 0.05 a 1 mg mL™. El contenido de fenoles de cada
muestra se expres6 en pg mg’' de peso seco, basandose en la curva de

calibracion del material de referencia de acido galico.

7.2.6. Determinacion de la condicion fisiolégica de las cianobacterias

7.2.6.1. Determinacién de la produccién de radical superéxido (02*)

Este método fotométrico indirecto y discontinuo mide la tasa de produccion
endégena de O,* a través de la cuantificaciéon de la reduccién de ferricitocromo ¢
por el O,* durante un intervalo de tiempo fijo (Markert et al., 1984; Drossos et al.,
1995).

Se pesaron 100 mg de biomasa fresca y se le adiciond6 1 mL de solucién
amortiguadora de Krebs: NaCl (118 mM), KCI (4.7 mM), MgSO, (1.2 mM),
NaH,PO, (12 mM), NaHCO; (31.5 mM), glucosa (1 mM). Posteriormente se
adicion6 1 mL de solucién de citocromo ¢ (15 uM). Los tubos se taparon e
incubaron en bafio de agua a 37°C durante 15 minutos en agitacién. Transcurrido
el tiempo, se retiraron los tubos del bafio de agua y se les adicioné 1 mL de
solucion de N-etilmaleimida (30 mM) para detener la reaccion (evitar que el
citocromo ¢ contintle reduciéndose). Se centrifugd a 2,200 x g a 4°C durante 10
minutos. El sobrenadante se transfiri6 a una celda de plastico y se ley6 a una

absorbancia de 550 nm calibrando al aire.
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Se retird6 el remanente del sobrenadante de los tubos y se adicioné 1mL de
solucién amortiguadora de Krebs, 1mL de solucion de N-etilmaleimida (30 mM) y 1
mL de solucién de citocromo c (15 pM). Los tubos se taparon, se homogenizaron
en vortex y se incubaron por 15 minutos a 37°C. Los tubos se retiraron y se
centrifugaron a 2,200 x g a 4°C durante 10 minutos. Se transfirid el sobrenadante
a una celda de plastico y se leyé la absorbancia a 550 nm calibrando al aire. Para
el calculo de la produccion del radical, se utilizé el coeficiente de extincion por el
cambio de ferricitocromo a ferrocitocromo que es 21 nmol. Los resultados se

expresaron en nmol mg™ proteina min™.

7.2.6.2. Determinacion de lipidos totales

La determinacion de lipidos totales, se basa en la formacion de una mezcla
monofasica de cloroformo, metanol y agua (CHCI3;:CH30OH:H,O) con la que se
asegura la extraccion de la mayoria de los lipidos incluyendo aquellos que se

encuentran ligados a otras moléculas.

Para la extraccion de lipidos totales, se utiliza el protocolo propuesto por Bligh y
Dyer (1959). A partir de 5 mg de biomasa liofilizada se realiz6 la extraccion
agregando 3 mL de una mezcla de CHCI3:CH30H:H,0 (1:2:0.6) y 5 yL de BHT
preparada a una concentracion de 1 mg mL™* en CHCI;. La mezcla se sonicé 15
minutos en un bafio de agua con hielo. Las muestras se incubaron a 4°C y
protegidos de la luz durante 24 horas, para asegurar la extracciéon completa de los
lipidos. Transcurrido el tiempo, se sonic6 nuevamente en frio 15 minutos, se
agreg6 2 mL de agua destilada y se centrifugé a 2,215 x g por 10 minutos a 5°C.
El extracto cloroformo: lipidos se recuperd con pipeta Pasteur y se colocé en otro
tubo. A la pastilla celular se le agregd 1 mL de CHCI3, se recupero el extractoy se

colocé en el tubo anterior y se procedié a la cuantificacion de lipidos totales.
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Para la cuantificacion de lipidos totales, se utiliz6 el método de calcinacion de
Marsh y Weinstein (1966). A partir de los lipidos totales extraidos, se tomé una
alicuota (que se calculé con base en la concentracion media de la curva de
calibracion) y se concentro a sequedad con nitrdgeno gaseoso. Posteriormente, se
le afadi6 2 mL de H,SO,4 concentrado, se sell6 el tubo con papel aluminio y se
cerro con la tapa. La mezcla se calentd a 200 + 2°C en una estufa por 15 minutos.
Pasado el tiempo, se sacaron las muestras y se dejaron 5 minutos a temperatura
ambiente y después se colocaron en un bafio de agua con hielo durante 5
minutos. Enfriada la muestra, se le agregé 3 mL de agua destilada y se mezcl6
con vortex, verificando que la mezcla quedara homogénea y sin residuos de

materia organica.

Finalmente se ley6 la absorbancia en espectrofotometro a 375 nm, el equipo se
calibré6 con un blanco de acido sulfdrico que se tratdé de igual manera que las
muestras. Previamente se realiz6 la curva de calibracion utilizando tripalmitina
como estandar en un rango de concentracién de 30 a 180 pg mL™. De la curva de
calibraciéon se obtuvo la ecuacion en donde la pendiente (m) de la curva
corresponde al factor de correccién que se utilizé6 en los calculos. Los datos se

expresaron en % con respecto al peso seco.

7.2.6.3. Determinacion de acidos grasos

Para la extraccion y cuantificacion de &cidos grasos es necesario preparar
derivados no reactivos de éstos, es decir, metil-ésteres. Los acidos grasos se
extrajeron utilizando una mezcla de solventes con &acido clorhidrico y se
transformaron por una reaccion de transesterificacion a metil-ésteres, en la cual un
mol de triglicérido es desplazado por tres moles de otro alcohol (metanol) en

condiciones 4cidas (Sato y Murata, 1988).
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A partir de los lipidos extraidos anteriormente, se sometié a una reaccion de
metandlisis (o0 derivatizacion), en el cual se adicion6 2.5 mL de una mezcla de
HCI: CH3OH (5% v/v) y se colocaron en un bafio a 85°C por 2.5 horas. Pasado
ese tiempo, se sacaron las muestras y se dejaron enfriar a temperatura ambiente.
Los metil-ésteres obtenidos de la reaccion, se extrajeron con 1.5 mL de hexano
(grado HPLC) y con una pipeta Pasteur limpia, se tomé la fase superior y se
colocd en un tubo. La mezcla se lavé una segunda vez con 1.5 mL de hexano
(grado HPLC); nuevamente se separO la fase superior y se colocé en el tubo
anterior. Los &cidos grasos metilados se colocaron en un vial de 2 mL de

capacidad y se le cubrieron con la tapa de aluminio que contiene teflén.

Los viales se colocaron en carrusel del GCMS y se procedié a inyectar.
Previamente se realiz6 la curva de calibracion con una mezcla comercial de 37
acidos grasos metilados. Para la separacion de los acidos grasos metilados en el
GCMS, se utiliz6 una columna capilar OMEGAWAX 250 (SUPELCO) cuyas
dimensiones son: 30 m longitud x 0.25 mm didmetro externo x 0.25 pm didmetro
interno. Las condiciones del GCMS fueron: volumen de inyeccion: 1 uL, gas
portador: He (pureza 99.997%), flujo de He en la columna: 0.9 mL min, inyeccién
sin division (splitless), temperatura del inyector: 250°C, temperatura del detector
260°C. El programa del GCMS fue: temperatura inicial del horno 110°C durante 3
minutos, incremento de 30°C minuto™ hasta 165°C, se mantiene a esa
temperatura 2 minutos y posteriormente se incrementa 2.2°C minuto™ hasta
209°C. Se mantuvo a esa temperatura 35 minutos. EI método de adquisicion de
espectros de masas es: retardo del solvente: 4.5 minutos, rango de masas: 45-450
unidades de masa atdmica (uma), tiempo entre barridos 0.5 minutos. La
identificacion de cada acido graso se realiz6 comparando los tiempos de retencién
de los acidos grasos de la curva de calibracién, y se corrobor6 mediante la
identificacion de los iones caracteristicos de los espectros de masas de cada

grupo de acidos grasos.
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La cuantificacion se realizé considerando la pendiente de cada uno de los &cidos
grasos de la curva de calibracién, en donde el area de cada pico de acido graso es
directamente proporcional a la concentracion de ese acido graso de la curva de

calibracién. Los resultados se expresaron como pg mg™* peso seco.

7.2.6.4. Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

Los hidroperoxidos y aldehidos lipidicos resultantes de la peroxidacion de la
membrana celular reaccionan con el &cido tiobarbitdarico (TBA) y forman
maloaldehido (MDA) de color rosa cristalino con absorcion maxima entre 532-536

nm.

La cuantificacion de TBARS se realiz6 mediante el protocolo propuesto por Persky
et al. (2000). Del extracto enzimético para cuantificar SOD y CAT, se colocé 250
uL en tubos eppendorf y se incubaron en bafio de agua a 37°C con agitacion
durante 15 minutos. Después de la incubacién, se colocaron en bafio de hielo y se
detuvo la reaccién adicionando a cada tubo 250 pL de soluciéon para detener el
ensayo (&cido tricloroacético (TCA), HCI (Imol L™Y)). Después de detener el
ensayo se adicion6 500 pL de TBA al (1% p/v). Se homogeniz6 en vortex e incubd
en bafio con agua a 90°C con agitacion durante 10 minutos. Los tubos se retiraron
del bafio y se colocaron en hielo por 5 minutos para enfriarlos. Se centrifugaron a
2,200 x g a 4°C durante 10 minutos. El sobrenadante se transfirio a una celda de

plastico y se leyo la absorbancia a 532 nm, calibrando el espectrofotémetro al aire.

Para el calculo de TBARS se realizé una curva de calibraciéon con 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP) de 0 a 5 nmoles con 250 pL de solucién para
homogenizar. Se graficé la absorbancia contra la concentracion de la curva
estandar. Se calculé la ecuacién de regresion lineal de la curva y se obtuvo la
concentracion de los TBARS en cada muestra a partir de la ecuacién de la curva
estandar. Los datos se corrigieron por la concentracion de proteina en cada

muestra y se expresaron en nmol mg™ proteina.
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7.2.7. Andlisis estadisticos

Todos los andlisis de las muestras se realizaron por triplicado. A los datos
obtenidos se aplicaron pruebas de normalidad de Kolmogdrov-Smirnov y Lilliefors
para comprobar el cumplimiento de los supuestos de normalidad. Se evaluaron
diferencias significativas en Smax en la concentracion de vitaminas C y E, Y(II) en
T7, eficiencia fotosintética (a), tasa de transferencia de electrones maxima
(ETRmax), irradiancia de saturacion (EK), irradiancia de fotoinhibicién (Eopt),
rendimiento cuéntico éptimo (Fv/Fm) en T6 y T7. Para Php vitamina C, eficiencia
fotosintética (a), ETRmax, Ek, Eopt, Fv/Fm en T1, T3, T5 y T7 (dias) en los
tratamientos +N+PAR y +N+PAR+UVR. Para los tratamientos -N+PAR vy -
N+PAR+UVR se evaluaron en T4, T8 y T24 (horas) mediante la prueba de t de
Student. Ademas se utiliz6 el andlisis de varianza de una via (ANOVA), con
prueba post-hoc de F de Fisher para comparaciones mdultiples en la capacidad
antioxidante total, produccion endogena de radical superéxido, SOD, CAT, POX,
carotenoides totales, ficobiliproteinas (FC, AFC, FE y FBP totales), compuestos
fendlicos totales, clorofila a, TBARS, lipidos totales, acidos grasos, carbohidratos y
proteinas totales. Para realizar los analisis estadisticos se utilizé el programa
Stadistica v7 (Statsoft, Inc, 19984-2004). En todos los casos el nivel de

significancia estadistica fue de a=0.05.
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8. RESULTADOS

8.1. Curvas de crecimiento

Con la finalidad de conocer la curva de crecimiento de las cianobacterias Php y
Smax, las cepas se cultivaron en condiciones de laboratorio bajo los siguientes
tratamientos, control con radiacién PAR (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno y PAR
(-N+PAR), con nitrégeno y radiacion PAR mas UVR (+N+PAR+UVR) y sin
nitrogeno y radiacion PAR méas UVR (-N+PAR+UVR). Las curvas de crecimiento

se determinaron por peso de biomasa total (Figs. 13y 14).

0.8
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Figura 13. Curva de crecimiento de Phormidium persicinum por peso de biomasa
total expresada en pug mL™. Cada punto representa el valor promedio de réplicas
independientes; las barras de dispersién indican desviacidon estandar.
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Figura 14. Curva de crecimiento de Spirulina (Arthrospira) maxima por peso de
biomasa total expresada en pg mL™. Cada punto representa el valor promedio de
réplicas independientes; las barras de dispersion indican desviacion estandar.

De la informacién generada, se determiné el tiempo de cosecha de los cultivos en
condiciones control (+N+PAR) a los 7 dias (T7). A partir de ese momento, se
iniciaron los cultivos en las condiciones de laboratorio indicadas en Materiales y
Métodos para generar biomasa suficiente para los analisis comprometidos en el
trabajo. Al inicio de cada cultivo (TO) y al momento de la cosecha (T7) se tomaron
alicuotas de 20 mL por duplicado para determinar el peso seco total y el contenido
de cenizas (Tabla IV). Los cultivos de cada una de las cepas en condiciones
control (+N+PAR) considerando los tiempos en los cuales se tomaron las alicuotas
para determinar el peso seco total y las cenizas se muestran en las figuras 15y
16.
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]

Figura 15. Cultivos de Phormidium persicinum en medio F/2 en el control
(+N+PAR). A) Inicio (T0) y B) Cosecha (T7).

Figura 16. Cultivos de Spirulina (Arthrospira) maxima en medio Jourdan en el
control (+N+PAR). A) Inicio (T0O) y B) Cosecha (T7).
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Transcurridos los 7 dias, se cosecho la biomasa de ambas cianobacterias. En el
caso de Php, el cultivo celular se sometié a un cambio de temperatura (de 25°C a
10°C) para permitir la sedimentacion de las células, se retiré el sobrenadante y
finalmente se elimind el exceso de medio de cultivo mediante centrifugacion a 629
X g, 10°C durante 5 minutos. Para Smax, se utilizaron tamices de 30 um de

tamafio de poro (Fig. 17). El exceso de medio de cultivo se retir6 mediante secado

por difusion con papel secante.

. Figura 17. Cosecha de la

)\ biomasa de Spirulina

" {, (Arthrospira) maxima con la
'{ utilizacion de tamices.

#u

Para las condiciones de estrés por deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), se
realizaron las curvas de crecimiento de ambas cepas y posteriormente el
escalamiento del cultivo para la obtencion de biomasa. En el caso de Php, se
tomaron muestras cada 2 horas (datos no mostrados). Los tiempos de cosecha

fueron, 28 horas para Php y 6 dias para Smax (Fig. 18).
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Figura 18. Curva de crecimiento de Spirulina (Arthrospira) maxima en deficiencia
de nitrégeno (-N+PAR) en pg mL™. Cada punto representa el valor promedio de
réplicas independientes; las barras de dispersion indican desviacion estandar.

En las figuras 19 y 20 se muestran los cultivos en condiciones control y en

deficiencia total de nitrégeno de ambas cepas.

»

Figura 19. Cultivos de Phormidium persicinum en medio F/2. A) A las 28 horas de
edad de cultivo en el control (+N+PAR). B) 28 horas de cultivo en el tratamiento
con deficiencia de nitrégeno (-N+PAR). C) 7 dias de cultivo en el control
(+N+PAR).
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B
Figura 20. Cultivos de Spirulina (Arthrospira) maxima en medio Jourdan. A) Al
inicio del cultivo, TO en el tratamiento con deficiencia de nitrégeno (-N+PAR). B)
Cultivo a T6 en deficiencia de nitrégeno (-N+PAR). C) Cultivo a T7 en el control
(+N+PAR).

Definidos los tiempos de cosecha de los cultivos de ambas cepas en deficiencia
de nitrogeno (-N+PAR) de Php (28 horas) y de Smax (6 dias), se generaron
in6culos para realizar el escalamiento y obtener la biomasa bajo las condiciones
antes mencionadas. De la misma manera que en las condiciones control, a TO y
T6, y TO y T28 se tomaron alicuotas de cada cultivo (20 mL por duplicado) para
determinar peso seco total y cenizas (Tabla V). La cosecha de la biomasa se
realiz6 de la misma forma que en las condiciones control (+N+PAR), esto es,

sedimentacion en frio y centrifugacion (Php) y por filtracion en tamices (Smax).

Durante la estancia en el Laboratorio de Fotobiologia y Biotecnologia de
Organismos Acuaticos (FYBOA) de la Universidad de Malaga, ambas cepas se
sometieron a estrés por radiacion ultravioleta. Los tratamientos que se probaron
fueron nitrogeno con radiacion UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con
radiacion UV (-N+PAR+UVR). Se procedio al escalamiento para obtener biomasa,
la cual se cosechdé como se menciond anteriormente y se almacend a -80°C para

su posterior analisis.
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8.2. Rendimiento cuantico efectivo in situ Y(II)

Durante la fotosintesis, se presentan 3 procesos que conforman la distribucion de
la energia (quenching): la conversion de energia de la luz a energia quimica (Pq),
la disipacion de energia en forma de calor (NPQ) y las emisiones de menor energia
en forma de fluorescencia de las moléculas de clorofila (Fq).

A partir de las emisiones de fluorescencia de la clorofila a asociada al FSII, se
midieron los rendimientos cuanticos efectivos in situ, asi como las curvas rapidas
de luz (RLC) con el fluorémetro WATER-PAM, en los cultivos con los tratamientos:
control (+N+PAR), deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), nitrégeno con UV
(+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). En Smax, los
valores de rendimiento durante el experimento variaron entre 0.2 y 0.45. Los
valores obtenidos el dia de la cosecha fueron: 0.272 (+N+PAR), 0.24
(+N+PAR+UVR), 0.22 (-N+PAR) y 0.19 (-N+PAR+UVR) (Fig. 21). Los valores
mayores de Y(ll) corresponden con los datos que se obtuvieron en la
determinacion de peso de biomasa total (Tabla IV).

En Php, un valor minimo de 0.2 y un maximo de 0.45 en el rendimiento cuantico
efectivo in situ fueron encontrados durante el experimento. El dia de cosecha, los
valores por tratamiento fueron: 0.42 (+N+PAR), 0.42 (-N+PAR), 0.43
(+N+PAR+UVR) y 0.34 (-N+PAR+UVR) (Figs. 22 y 23). En los resultados de peso
de biomasa total para estos mismos tratamientos fueron 386.5 ug mL™, 231.2 pg
mL™, 238.3 ug mL™ y 157.8 pg mL™ respectivamente (Tabla 1V). Al igual que en
Smax, el tratamiento -N+PAR+UVR mostro los valores de rendimiento cuantico

efectivo in situ y los valores de peso de cultivo mas bajos.
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Figura 21. Rendimiento cuantico efectivo in situ de Spirulina (Arthrospira) maxima.
Control (+N+PAR), deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), nitrégeno con UV
(+N+PAR+UVR) vy deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras
representan el promedio * desviacidbn estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).

En la Tabla IV se muestran los valores de peso de biomasa total al inicio del
experimento (TO) y en los tiempos de cosecha en los tratamientos control
(+N+PAR), deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR)
y deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR).
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Figura 22. Rendimiento cuantico efectivo in situ en Phormidium persicinum.
Control (+N+PAR) y nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio * desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
a a<0.05 (t de Student).
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Figura 23. Rendimiento cuantico efectivo in situ en Phormidium persicinum.
Deficiencia de nitrogeno (-N+PAR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio * desviacidén estandar. Letras
diferentes representan indican significativas a a<0.05 (t de Student).
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Tabla IV. Peso de la biomasa total pg mL™ de Spirulina (Arthrospira) maxima y
Phormidium persicinum cultivadas en control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-
N+PAR), nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-
N+PAR+UVR).

Peso del cultivo (ug mL™)

TRATAMIENTO Inicio Fin (cosecha)
+N+PAR 281.7 £27 769.4 +35
Spirulina -N+PAR 187.6 £7 501.9 £73
(Arthrospira)
+N+PAR+UVR 224.4 £24 698.7 £76
maxima
-N+PAR+UVR 180.6 +8 479.1 £10.3
+N+PAR 196.3 £21 386.5 35
Phormidium -N+PAR 217 £24 231.2 £32
persicinum
+N+PAR+UVR 107.1 £15 238.3 £22
-N+PAR+UVR 200.9 +61 157.8 £42

8.3. Curvas rapidas de luz (RLC)

8.3.1. Eficiencia fotosintética (a)

En Smax, un valor minimo de 0.01 y un maximo de 0.06 se encontraron en los
valores de eficiencia fotosintética en los tratamientos con respecto al tiempo. Al
final de cada tratamiento, los mayores valores se obtuvieron en 0.05 (+N+PAR),
seguido de 0.03 (-N+PAR+UVR), 0.02 (-N+PAR) y 0.006 (+N+PAR+UVR) (Fig.
24). En Php, un minimo de 0.01 y un maximo de 0.12 en los tratamientos con
respecto al tiempo. Al final de cada tratamiento, los valores obtenidos fueron, 0.05
(+N+PAR), 0.01 (-N+PAR), 0.03 (+N+PAR+UVR) y 0.01 (-N+PAR+UVR) (Fig. 25y
26). Obteniéndose el mismo comportamiento que en la determinacién del peso de

biomasa total (Tabla IV) donde el valor mas elevado fue en el +N+PAR.
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Figura 24. Eficiencia fotosintética (a) en Spirulina (Arthrospira) maxima. Control
(+N+PAR), deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR)
y deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio + desviacidon estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
a 0<0.05 (F de Fisher).
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Figura 25. Eficiencia fotosintética (a) en Phormidium persicinum. Control
(+N+PAR) y nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
a 0<0.05 (t de Student).
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B-N+PAR B-N+PAR+UVR  Figura 26. Eficiencia fotosintética

a (a) Phormidium persicinum.
Deficiencia de nitrogeno (-N+PAR)
y deficiencia de nitrégeno con UV
(-N+PAR+UVR). Las barras
representan el promedio +
desviacion estandar. Letras
diferentes indican  diferencias
significativas a a<0.05 (t de
Student).
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8.3.2. Rendimiento cuantico 6ptimo (Fv/Fm)

En Smax, el Fv/Fm se encontr6 un minimo de 0.33 y maximo de 0.65 en los

tratamientos probados. El tratamiento -N+PAR resultdé en los valores mas

elevados en T3, T5 y T6 dias. Con radiacion UV no variaron significativamente con

respecto al control en T3 y T5 dias (Fig. 27). En Php, se encontré diferencias

significativas en +N+PAR+UVR con respecto a +N+PAR en T1 dias (p=0.014, Fig.

28). En T3, T5 y T7 dias no se encontraron diferencias significativas. En los

tratamientos en deficiencia de nitrdgeno, se encontraron diferencias significativas

a las 4 y 8 horas (p=0.007 y p=0.0002), y a las 24 horas no hubo diferencias

significativas (Fig. 29).

Figura 27. Rendimiento cuantico

;:N:E22+UVR -—’;l\:;AA?HUVR 6ptimo .(FV/Fm) .en Spirulina
a (Arthrospira) maxima. Control
(+N+PAR), deficiencia de nitrégeno
(-N+PAR), nitrbgeno con UV
(+N+PAR+UVR), y deficiencia de
nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR).
Las barras representan el promedio
+ desviacibn estdndar. Letras
diferentes indican diferencias

QO
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3 5 significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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8.3.3. Tasa de transporte de electrones maximo (ETRmax)

En Smax, el ETRmax se encontré un minimo de 0.07 y un maximo de 1.51 pmol
electrones m?s™ en los dias evaluados durante el experimento. Los valores al final
de cada tratamiento fueron 1.1 pmol electrones m? s* (+N+PAR), 0.71 pmol
electrones m? s (-N+PAR), 0.07 umol electrones m? s* (+N+PAR+UVR) y 1.51
pmol electrones m? s* (-N+PAR+UVR) (Fig. 30). En Php, el ETRmax un valor
minimo de 0.36 y un maximo de 6.69 pmol electrones m? s dias evaluados
durante el experimento. Al final de cada tratamiento se obtuvieron valores de 2.38
umol electrones m? s (+N+PAR), 3.91 pmol electrones m? s (-N+PAR), 1.85
umol electrones m? s* (+N+PAR+UVR) y 0.43 pmol electrones m? s? (-
N+PAR+UVR) (Figs. 31y 32).
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Figura 30. Tasa de transporte de electrones maximo (ETRmax) expresado en
umol electrones m? s en Spirulina (Arthrospira) maxima. Control (+N+PAR),
deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR), Yy
deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
a a<0.05 (F de Fisher).
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8.3.4. Irradiancia de saturacién (EK)

En Smax, el Ek del dia 1 al 5 oscil6 en un rango de 20 a 35 pmol fotones m?s™.
En T5, -N+PAR+UVR mostré un pico con intensidad de 46.19 ymol fotones m?s™,
Al final de cada tratamiento los valores obtenidos fueron 19.34 pmol fotones m?s™
(+N+PAR), 28.78 pmol fotones m? s* (-N+PAR), 27.72 pmol fotones m? s™
(+N+PAR+UVR) y 47.01 pmol fotones m?s™® (-N+PAR+UVR) (Fig. 33). En Php, no
se encontraton diferencias significativas entre +N+PAR y +N+PAR+UVR, los
valores de Ek oscilaron entre 37 y 64 pmol fotones m?s™ (Fig. 34). En -N+PAR y -
N+PAR+UVR, aumenté de 26.7 a 43.78 umol fotones m? s™; sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los tiempos analizados (T4, 8 y 24h).
Los valores al final de cada tratamiento fueron 43.1 umol fotones m? s
(+N+PAR), 42.05 pmol fotones m? s* (-N+PAR), 47.4 umol fotones m? s™

(+N+PAR+UVR) y 42.56 pmol fotones m?s™ (-N+PAR+UVR) (Fig. 35).
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Figura 33. Irradiancia de saturacién (Ek) expresada en pmol fotones m? s en
Spirulina (Arthrospira) maxima. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-
N+PAR), nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacién estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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8.3.5. Irradiancia de fotoinhibicion (Eopt)

En Smax, la Eopt en los tratamientos evaluados varié entre 51.71 y 157.54 ymol
fotones m? s durante el tiempo del experimento. No se encontraron diferencias
significativas en los tratamientos en los dias T1, T3, T5 y T6. En T7 el
+N+PAR+UVR fue significativamente mayor con respecto al control (+N+PAR)
(p=0.005, Fig. 36). Los valores al final de cada tratamiento fueron 51.71 pmol
fotones m? st (+N+PAR), 89.37 umol fotones m? s* (-N+PAR), 131.51 pmol
fotones m? s (+N+PAR+UVR) y 157.54 umol fotones m? s (-N+PAR+UVR). En
Php, +N+PAR y -N+PAR variaron entre 89.6 y 141.9 pmol fotones m? s?,
+N+PAR+UVR y -N+PAR+UVR variaron entre 63.36 y 104.40 pmol fotones m?s™.
No se encontraron diferencias significativas en los tratamientos con respecto al

tiempo (Figs. 37 y 38).
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Figura 36. Irradiancia de fotoinhibicion expresada en pmol fotones m? s en
Spirulina (Arthrospira) maxima. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-
N+PAR), nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR) y IV) deficiencia de nitrdgeno con UV
(-N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacion estandar.
Letras diferentes representan diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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Figura 37. Irradiancia de
fotoinhibicion expresada en pmol
fotones m? s! en Phormidium
persicinum. Control (+N+PAR) vy
nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR).
Las barras representan el promedio
+ desviacidbn estandar. Letras
diferentes indican diferencias
significativas a a<0.05 (t de
Student).
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Figura 38. Irradiancia de fotoinhibicién expresada en pmol fotones m? s en
Phormidium persicinum. Deficiencia de nitrogeno (-N+PAR) y deficiencia de
nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio =+
desviacién estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (t
de Student).

8.4. Capacidad antioxidante total

En Smax, la mayor capacidad antioxidante total se observé en +N+PAR (370.45
uM). La deficiencia de nitrégeno y la radiacion UV provocaron una disminucion
significativa del 15, 84.8 y 85.5% de la capacidad antioxidante total en los
tratamientos 315.22 pM (-N+PAR), 56.34 pM (+N+PAR+UVR) y 52.76 pM (-
N+PAR+UVR), respectivamente, con respecto al control (p=0.0242 y p<0.0001,
Fig. 39). En Php, se observaron resultados similares, la deficiencia de nitrogeno y
la radiacion UV disminuyeron significativamente la capacidad antioxidante total
con respecto al control. Los valores obtenidos fueron 467.44 uM (+N+PAR),
417.63 pM (-N+PAR), 315.14 uM (+N+PAR+UVR) y 341.75 pM (-N+PAR+UVR)
(p=0.0028 y p<0.0001, Fig. 40).
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Figura 39. Capacidad antioxidante total expresada en pM de Spirulina
(Arthrospira) maxima. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR),
nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacion. Letras diferentes
indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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Figura 40. Capacidad antioxidante total expresada en pM de Phormidium
persicinum. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), nitrogeno con
UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las
barras representan el promedio + desviacion. Letras diferentes indican diferencias
significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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8.5. Tasa de produccién endégena de radical O,*

En Smax la tasa de produccién endégena de O,*, disminuy6 significativamente en
el tratamiento —N+PAR (p<0.0001) vy en los tratamientos +N+PAR+UVR y —
N+PAR+UVR (p=0.007 y p=0.009) con respecto al control. Los resultados para
cada tratamiento fueron 0.050 nmol mg™ proteina min™ (+N+PAR), 0.014 nmol mg’
! proteina min™ (-N+PAR), 0.015 nmol mg™ proteina min™ (+N+PAR+UVR) y 0.016
nmol mg™* proteina min™® (-N+PAR+UVR) (Fig. 41).
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Figura 41. Tasa de produccion enddgena de radical superéxido en Spirulina
(Arthrospira) maxima. Los valores estan expresados en nmol mg™ proteina min™.
Control (+N+PAR), deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), nitrdgeno con UV
(+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras
representan el promedio * desviacidn estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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En Php, la tasa de produccién endégena de O,* aumenté significativamente en el
tratamiento -N+PAR (p=0.0001), en +N+PAR+UVR (p=0.0148) y en -N+PAR+UVR
(p<0.0001) con respecto al control. Los valores fueron 0.038 nmol mg™ proteina
min® (+N+PAR), 0.107 nmol mg™ proteina min? (-N+PAR), 0.082 nmol mg*
proteina min (+N+PAR+UVR) y 0.164 nmol mg™ proteina min™® (-N+PAR+UVR)
(Fig. 42).
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Figura 42. Tasa de produccion enddgena de radical superéxido en Phormidium
persicinum. Los valores estan expresados en nmol mg™ proteina min™. Control
(+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR)
y deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
a a<0.05 (F de Fisher).

8.6. Actividad de enzimas antioxidantes (SOD, CAT y POX)

8.6.1. Superoxido dismutasa (SOD)

Para investigar el mecanismo de proteccion contra el estrés oxidativo causado por
los tratamientos en las cianobacterias se evalué la actividad de la enzima
superéxido dismutasa (SOD). En Smax la actividad de la SOD no se observo un
aumento significativo en el tratamiento -N+PAR. En los tratamientos
+N+PAR+UVR y -N+PAR+UVR hubo un aumento significativo de 2.6 y 7.8 veces
con respecto al control (p=0.0432 y p<0.0001, Fig. 43). Los valores por tratamiento
fueron 20.2 U mg™ proteina (+N+PAR), 38 U mg™ proteina (-N+PAR), 53.9 U mg™
proteina (+N+PAR+UVR) y 158.5 U mg™ proteina (-N+PAR+UVR). Los resultados
anteriores coinciden con la disminucién en la tasa de velocidad de produccion de
radical O,* (Fig. 41).
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Figura 43. Actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD) en Spirulina
(Arthrospira) maxima. Los valores son expresados en unidades de SOD mg™*
proteina. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), nitrégeno con UV
(+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras
representan el promedio * desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).

En Php, se observé un aumento significativo (p=0.0038) de la actividad de SOD en
el tratamiento -N+PAR de un 927% con respecto al control (+N+PAR). La actividad
de SOD en los tratamientos con radiacion UV no mostré diferencias significativas
con respecto al control. Los valores obtenidos por tratamiento fueron 51.6 U mg™
proteina (+N+PAR), 530.4 U mg’ proteina (-N+PAR), 66.1 U mg™ proteina
(+N+PAR+UVR) y 102.5 U mg™' proteina (-N+PAR+UVR) (Fig. 44). Estos
resultados coinciden con el aumento en tasa de produccion endégena de radical
0,* (Fig. 42).
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Figura 44. Actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) en Phormidium
persicinum. Los valores son expresados en unidades de SOD mg™ proteina.
Control (+N+PAR), deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), nitrégeno con UV
(+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras
representan el promedio * desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).

8.6.2. Catalasa (CAT)

En Smax no se observaron diferencias significativas en la actividad de CAT con la

deficiencia de nitrégeno bajo radiacion PAR (-N+PAR) respecto al control. La
radiacion UV provocd un aumento significativo de la actividad de CAT de 400y
375% en los tratamientos +N+PAR+UVR (p=0.0302) y -N+PAR+UVR (p=0.0061)
con respecto al control. Los valores para cada tratamiento fueron 7.1 U mg™
proteina (+N+PAR), 12.4 U mg' proteina (-N+PAR), 35.6 U mg™ proteina
(+N+PAR+UVR) y 33.7 U mg™ proteina (-N+PAR+UVR) (Fig. 45).
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Figura 45. Actividad de la enzima catalasa (CAT) en Spirulina (Arthrospira)
maxima. Los valores son expresados en unidades de CAT mg™ proteina. Control
(+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR)
y deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas a a<0.05 (F de Fisher).

En Php la actividad de CAT aumentd significativamente con la radiacion UV
independientemente de la presencia o deficiencia de nitrégeno, mostrando
incrementos de 2.6 y 5 veces para los tratamientos +N+PAR+UVR (p=0.0007) y -
N+PAR+UVR (p<0.0001) con respecto al control. Bajo deficiencia de nitrégeno en
radiacion PAR no se observé un incremento significativo con respecto al control.
Los valores para cada tratamiento fueron 10.8 U mg™ proteina (+N+PAR), 12.1 U
mg* proteina (-N+PAR), 28.8 U mg* proteina (+N+PAR+UVR) y 55 U mg*
proteina (-N+PAR+UVR) (Fig. 46).
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Figura 46. Actividad de la enzima catalasa (CAT) en Phormidium persicinum. Los
valores son expresados en unidades de CAT mg™ proteina. Control (+N+PAR),
deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR) vy
deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
a a<0.05 (F de Fisher).

8.6.3. Peroxidasas totales (POX)

La actividad de las peroxidasas totales (POX) se determind utilizando el H,O,
como agente oxidante. En Smax independiente de la presencia o deficiencia de
nitrégeno, la radiacion UV no mostré un aumento significativo de la actividad de
las POX. La deficiencia de nitrdgeno bajo radiacion PAR provocd un aumento
significativo (p=0.0002) de 4 veces con respecto al control. Los valores por
tratamiento fueron 0.011 U mg™ proteina (+N+PAR), 0.044 U mg™ proteina (-
N+PAR), 0.0057 U mg™* proteina (+N+PAR+UVR) y 0.014 U mg* proteina (-
N+PAR+UVR) (Fig. 47).
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Figura 47. Actividad de las enzimas peroxidasas totales (POX) en Spirulina
(Arthrospira) maxima. Los valores son expresados en unidades de POX mg™
proteina. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrdgeno con UV
(+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras
representan el promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).

En Php, la deficiencia de nitrégeno bajo radiacibon PAR provocé un aumento
significativo (p<0.0001) de 2 veces la actividad de POX con respecto al control. La
radiacion UV independientemente de la presencia o deficiencia de nitrégeno,
provocd una disminucién significativa (p<0.0001) de la actividad de POX con
respecto al control. Los valores para cada tratamiento fueron 0.129 U mg*
proteina (+N+PAR), 0.248 U mg™’ proteina (-N+PAR), 0.008 U mg™ proteina
(+N+PAR+UVR) y 0.007 U mg* proteina (-N+PAR+UVR) (Fig. 48).
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Figura 48. Actividad de las enzima peroxidasas totales (POX) en Phormidium
persicinum. Los valores son expresados en unidades de POX mg™ proteina.
Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrogeno con UV
(+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UV). Las barras
representan el promedio * desviacibn estdndar. Letras diferentes indican
diferencias sianificativas a a<0.05 (F de Fisher).

8.7. Actividad antioxidante no enziméatica

8.7.1. Carotenoides

En Smax, el contenido de carotenoides disminuy6 significativamente en -N+PAR
(p=0.0001), +N+PAR+UVR (p=0.0005), -N+PAR+UVR (p<0.0001) con respecto al
control. La concentracién por tratamiento fue 3.83 ug mg™ peso seco (+N+PAR),
1.29 ug mg™ peso seco (-N+PAR), 1.18 ug mg™ peso seco (+N+PAR+UVR) y 0.49
ng mg™’ peso seco (-N+PAR+UVR) (Fig. 49). En Php los tratamientos -N+PAR y
+N+PAR+UVR provocaron un aumento significativo (p=0.0018 y p=0.0001) de la
concentracion de los carotenoides con respecto al control. No se encontraron
diferencias significativas en -N+PAR+UVR. Los valores por tratamiento fueron
0.47 pg mg™ peso seco (+N+PAR), 1.25 pg mg™ peso seco (-N+PAR), 1.63 pg mg’
! peso seco (+N+PAR+UVR) y 0.28 pg mg™ peso seco (-N+PAR+UVR) (Fig. 50).
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Figura 49. Contenido de carotenoides en Spirulina (Arthrospira) maxima. Valores
expresados en pug mg™ peso seco. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-
N+PAR), nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacion estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).

6.0 -

B
o

N
o
1

Carotenoides
(ug mg! peso seco)

—— o

a
<

+N+PAR -N+PAR +N+PAR+UVR -N+PAR+UVR
Tratamientos

Figura 50. Contenido de carotenoides en Phormidium persicinum. Valores

expresados en pug mg™ peso seco. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-

N+PAR), nitrdgeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-

N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacion estandar. Letras

diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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Figura 51. Contenido de 1) ficocianina, 2) aloficocianina, 3) ficoeritrina y 4)
ficobiliproteinas totales en Spirulina (Arthrospira) maxima. Valores expresados en
ng mg™ peso seco. I) Control (+N+PAR), I1) deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), I11)
nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR) y IV) deficiencia de nitrogeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacién estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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Figura 52. Contenido de 1) ficoeritrina, 2) aloficocianina, 3) ficocianina y 4)
ficobiliproteinas totales en Phormidium persicinum. Valores expresados en pg mg™
peso seco. I) Control (+N+PAR), Il) deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), IIl) Control
con UV (+N+PAR+UVR) y 1IV) deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR).
Las barras representan el promedio + desviacion estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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En Smax, el contenido de ficocianina, ficoeritrina y ficobiliproteinas totales fueron
significativamente mayores en cultivos con nitrdgeno independientemente del tipo
de radiacion (p<0.0001, p=0.0023 y p=0.0002), las concentraciones de ficocianina
fueron: 91.72 pg mg™ peso seco (+N+PAR), 30.72 pg mg™ peso seco (-N+PAR),
91.58 pg mg*' peso seco (+N+PAR+UVR) y 15.75 pug mg’ peso seco (-
N+PAR+UVR) (Fig. 51-1). En la ficoeritrina 6.3 pg mg™ peso seco (+N+PAR), 2.06
ng mg™ peso seco (-N+PAR), 8.16 ug mg™ peso seco (+N+PAR+UVR) y 5.07 ug
mg' peso seco (-N+PAR+UVR) (Fig. 51-3). La concentracion de las
ficobiliproteinas totales para cada tratamiento fue 128.64 pg mg™ peso seco
(+N+PAR), 48.07 ug mg* peso seco (-N+PAR), 141.1 pg mg’ peso seco
(+N+PAR+UVR) y 53.04 ug mg* peso seco (-N+PAR+UVR) (Fig. 51-4). La
concentracion de aloficocianina fue significativamente mayor (p=0.0027) en
cultivos bajo radiacion UV en presencia de nitrégeno con respecto al control. La
deficiencia de nitrégeno bajo radiacion PAR, provocé una disminucion significativa
(p=0.0062) con respecto al control. Las concentraciones fueron 30.62 pg mg™
peso seco (+N+PAR), 15.3 pg mg™* peso seco (-N+PAR), 41.36 pg mg™ peso seco
(+N+PAR+UVR) y 32.22 ug mg™ peso seco (-N+PAR+UVR) (Fig. 51-2).

Para Php, las mayores concentraciones de ficoeritrina se encontraron en los
tratamientos con radiacién UV independientemente de la presencia (p=0.0001) o
deficiencia de nitrégeno (p=0.0036). Los valores fueron: 39.44 ug mg™ peso seco
(+N+PAR), 10.86 pg mg’ peso seco (-N+PAR), 81.69 pg mg' peso seco
(+N+PAR+UVR) y 68.25 ug mg* peso seco (-N+PAR+UVR) (Fig. 52-1). La
concentracion de aloficocianina no varid significativamente en los tratamientos
probados, obteniéndose concentraciones de 15.63 pg mg™ peso seco (+N+PAR),
13.43 pg mg™’ peso seco (-N+PAR), 17.67 pg mg™ peso seco (+N+PAR+UVR) y
15.23 pg mg*t peso seco (-N+PAR+UVR) (Fig. 52-2). La concentraciéon de
ficocianina disminuyd significativamente (p=0.013) con deficiencia de nitrégeno
bajo radiacion PAR. Los tratamientos con radiacion UV, independientemente de la

presencia o deficiencia de nitrégeno, no mostraron diferencias significativas con
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respecto al control. Los valores fueron 13.44 pg mg™ peso seco (+N+PAR), 9.79
ng mg™ peso seco (-N+PAR), 14.5 ug mg™ peso seco (+N+PAR+UVR) y 12.4 ug
mg™ peso seco (-N+PAR+UV) (Fig. 52-3). En el contenido de ficobiliproteinas
totales los valores por tratamiento fueron 77.03 pg mg™ peso seco (+N+PAR), 34.1
ng mg™’ peso seco (-N+PAR), 107.14 pg mg™ peso seco (+N+PAR+UVR) y 27.33
ng mg* peso seco (-N+PAR+UVR) (Fig. 52-4).

8.7.3. Compuestos fendlicos totales

En Smax, la concentracion de compuestos fendlicos totales disminuyo
significativamente (p<0.0001) en todos los tratamientos probados con respecto al
control. Los valores para cada tratamiento fueron 4.31 pug mg’ peso seco
(+N+PAR), 1.55 pg mg*' peso seco (-N+PAR), 0.76 pg mg' peso seco
(+N+PAR+UVR) y 0.55 pug mg™ peso seco (-N+PAR+UVR) (Fig. 53).
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Figura 53. Contenido de compuestos fendlicos totales en Spirulina (Arthrospira)
maxima. Valores expresados en pg mg' peso seco. Control (+N+PAR),
deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR) y 1V)
deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
a a<0.05 (F de Fisher).

Compustos fenolicos totales

%HU




81

En Php, se observaron resultados similares a los obtenidos para Smax. El
contenido de compuestos fendlicos totales disminuy6 significativamente
(p<0.0001) en todos los tratamientos probados con respecto al control. Los valores
por tratamiento fueron 5.44 ug mg™ peso seco (+N+PAR), 2.8 pg mg™ peso seco
(-N+PAR), 1.17 pg mg™ peso seco (+N+PAR+UVR) y 1.41 pg mg™ peso seco (-
N+PAR+UVR) (Fig. 54).
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Figura 54. Contenido de compuestos fendlicos totales en Phormidium persicinum.
Valores expresados en pug mg' peso seco. Control (+N+PAR), deficiencia de
nitrégeno (-N+PAR), nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno
con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio = desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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8.7.4. Acido ascérbico (Vitamina C)

En Smax el tratamiento -N+PAR no tuvo diferencias significativas con respecto al
control. Las concentraciones de vitamina C fueron 0.008 pg mg™ peso seco (-
N+PAR) y 0.011 pg mg™ peso seco (+N+PAR) (Fig. 55-1). En Php, el tratamiento -
N+PAR provoco un aumento significativo (p=0.0115) con respecto al control. Las
concentraciones fueron 0.005 pg mg™ peso seco (+N+PAR) y 0.011 pug mg™ peso
seco (-N+PAR) (Fig. 55-2).
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Figura 55. Contenido de &cido ascérbico (vitamina C) en 1) Spirulina (Arthrospira)
maxima y 2) Phormidium persicinum. Datos expresados en pg mg™’ peso seco.
Control (+N+PAR) y deficiencia de nitrégeno (-N+PAR). Las barras representan el
promedio + desviacidon estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
a a<0.05 (t de Student).

8.7.5. a-Tocoferol (Vitamina E)

En Smax no se observaron diferencias significativas en el en el tratamiento -
N+PAR con respecto al cotrol. Las concentraciones de vitamina E obtenidas
fueron 0.012 pg mg™ peso seco (+N+PAR) y 0.011 pg mg™ peso seco (-N+PAR)
(Fig. 56-1).



83

En Php, en condiciones control (+N+PAR) la concentracion de a-tocoferol, estuvo
por debajo del limite minimo de deteccién del equipo (ND). El tratamiento con
deficiencia de nitrégeno bajo radiacion PAR (-N+PAR) mostré una concentracion

de 0.0005 pg mg™ peso seco (Fig. 56-2).
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Figura 56. Contenido de a-tocoferol (vitamina E) en 1) Spirulina (Arthrospira)
maxima y 2) Phormidium persicinum. Datos expresados en pg mg™ peso seco.
Control (+N+PAR) y deficiencia de nitrogeno (+N+PAR). ND = por debajo del
limite de deteccidén). Las barras representan el promedio + desviacion estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (t de Student).

8.8. Determinacion de las condiciones fisioldgicas y bioquimicas

8.8.1. Clorofila a

El efecto de los tratamientos sobre el contenido de clorofila a, se evaluo en las dos
cianobacterias. En Smax, la concentracion de clorofila a fue significativamente
mayor (p<0.0001) en los tratamientos con nitrégeno en el medio de cultivo,
independientemente del tipo de radiacion (PAR o UV). Las concentraciones por
tratamientos fueron 12.17 ug mg™ peso seco (+N+PAR), 5.25 ug mg™ peso seco (-
N+PAR), 16.6 ug mg™ peso seco (+N+PAR+UVR) y 6.89 pug mg™ peso seco (-
N+PAR+UVR) (Fig. 57).
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Para Php, las mayores concentraciones significativas de clorofila a, fueron
obtenidas en los tratamientos sometidos a radiacion UV, independientemente de la
presencia (p<0.0001) o deficiencia de nitrogeno (p=0.0002); la deficiencia de
nitrogeno bajo radiacion PAR no provoco diferencias significativas con respecto al
control. Las concentraciénes por tratamiento fueron 5.57 pg mg™' peso seco
(+N+PAR), 5.05 ug mg* peso seco (-N+PAR), 10.44 pg mg’ peso seco
(+N+PAR+UVR) y 7.54 pg mg™ peso seco (-N+PAR+UVR) (Fig. 58).
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Figura 57. Contenido de clorofila a expresado en pg mg™ peso seco en Spirulina
(Arthrospira) maxima. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR),
nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacidén estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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Figura 58. Contenido de clorofila a expresado en pg mg' peso seco en
Phormidium persicinum. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrogeno (-N+PAR),
nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacion estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).

8.8.2. Sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS)

Los niveles de lipoperoxidacion se determinaron como la concentracion de
sustancias reactivas al &cido tiobarbitirico (TBARS) en cada una de las
cianobacterias. En Smax, la concentracibon de TBARS increment6
significativamente con la deficiencia de nitrogeno bajo radiacion PAR (p=0.0011) y
en los tratamientos con radiacion UV (p<0.0001 y p=0.0198) con respecto al
control. La concentracién por tratamiento fue 0.44 nmol mg™ proteina (+N+PAR),
1.028 nmol mg™ proteina (-N+PAR), 1.8 nmol mg™ proteina (+N+PAR+UVR) y 0.7
nmol mg™ proteina (-N+PAR+UVR) (Fig. 59).
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En Php, el tratamiento con deficiencia de nitrdgeno bajo radiacion PAR (-N+PAR)
y radiacion UV con nitrégeno (+N+PAR+UVR), mostraron una disminucién
significativa (p<0.0001 y p=0.0011) en los niveles de TBARS con respecto al
control. No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de TBARS
entre el tratamiento -N+PAR+UVR vy el control. Las concentraciones de TBARS
obtenidas fueron 2.54 nmol mg™ proteina (+N+PAR), 0.97 nmol mg™ proteina (-
N+PAR), 1.57 nmol mg™ proteina (+N+PAR+UVR) y 2.43 nmol mg™ proteina (-
N+PAR+UVR) (Fig. 60).
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Figura 59. Contenido de sustancias reactivas al acido tiobarbitlrico (TBARS) en
Spirulina (Arthrospira) maxima. Valores expresados en nmol mg™ proteina.
Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrdgeno con UV
(+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras
representan el promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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Figura 60. Contenido de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) en
Phormidium persicinum. Valores expresados en nmol mg™ proteina. Control
(+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR)
y deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias

significativas a a<0.05 (F de Fisher).

8.8.3. Lipidos totales

En Smax, el contenido de lipidos totales, disminuyé significativamente (p<0.0001)
en los tratamientos con deficiencia de nitrégeno independientemente del tipo de
radiacion (PAR o UV) con respecto al control. Las mayores concentraciones se
encontraron en los tratamientos con nitrégeno en el medio de cultivo. Las
concentraciones por tratamiento fueron 15.06% (+N+PAR), 6.88% (-N+PAR),
15.55% (+N+PAR+UVR) y 8.97% (-N+PAR+UVR) (Fig. 61). En Php, los lipidos
aumentaron significativamente en los tratamientos expuestos bajo radiacion UV
(p<0.0001 y p=0.0001) con respecto al control. Las concentraciones fueron 6.6%
(+N+PAR), 7%(-N+PAR), 12.04% (+N+PAR+UVR) y 10.18% (-N+PAR+UVR) (Fig.
62).
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Figura 61. Contenido de lipidos totales en Spirulina (Arthrospira) maxima. Valores
expresados en porcentaje con respecto al peso seco (%). Control (+N+PAR),
deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR) vy
deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio * desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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Figura 62. Contenido de lipidos totales en Phormidium persicinum. Valores
expresados en porcentaje con respecto al peso seco (%). Control (+N+PAR),
deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrogeno con UV (+N+PAR+UVR) vy
deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el

promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
a 0<0.05 (F de Fisher).
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8.8.4. Acidos grasos

Se realizé la transesterificacion con extraccion previa de lipidos totales, para
conocer el perfil de acidos grasos de las cepas y su variacion en respuesta a los
tratamientos. En Smax, se observO una mayor proporcion de acidos grasos
saturados en relacion a los demas grupos de 4cidos grasos analizados (mono, biy
poliinsaturados). La concentracion de todos los grupos de acidos grasos
(saturados, mono, bi y poliinsaturados) fue significativamente mayor (p<0.0001) en
los tratamientos con nitrégeno en el medio de cultivo, independientemente del tipo
de radiacion (PAR o UV). Se observo un aumento significativo (p<0.0001) de la
concentracion de acidos grasos mono, bi y poliinsaturados en los cultivos bajo
radiacion UV con respecto al control. Los cultivos bajo deficiencia de nitrogeno
mostraron una disminucion significativa (p<0.0001) de todos los grupos de acidos

grasos con respecto al control (Fig. 63).

Las concentraciones obtenidas por grupo de &cido graso y por tratamiento se
presentan en la tabla V y fueron, en el contenido de acidos grasos saturados 18.33
ug mg™’ peso seco (+N+PAR), 8.44 pg mg™ peso seco (-N+PAR), 20.09 ug mg™
peso seco (+N+PAR+UVR) y 11.28 pg mg*’ peso seco (-N+PAR+UVR); en el
contenido de &cidos grasos monoinsaturados 2.78 pug mg™ peso seco (+N+PAR),
1.47 ug mg™ peso seco (-N+PAR), 4.17 ug mg™ peso seco (+N+PAR+UVR) y 1.92
ng mg' peso seco (-N+PAR+UVR); en el contenido de A&cidos grasos
biinsaturados 7.22 ug mg’ peso seco (+N+PAR), 1.99 pg mg™ peso seco (-
N+PAR), 8.45 ug mg™ peso seco (+N+PAR+UVR) y 3.53 pug mg™ peso seco (-
N+PAR+UVR) y finalmente en el contenido de acidos grasos poliinsaturados 6.87
g mg*' peso seco (+N+PAR), 4.6 ug mg™ peso seco (-N+PAR), 9.14 ug mg™
peso seco (+N+PAR+UVR) y 4.94 ng mg™ peso seco (-N+PAR+UVR).
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Figura 63. Grupo de acidos grasos en Spirulina (Arthrospira) maxima. Los valores
son expresados en pug mg™ peso seco. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno
(-N+PAR), nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrdgeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacion estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).

En Php, los &acidos grasos saturados y monoinsaturados estuvieron en mayor
proporcién en relacion a los deméas grupos de acidos grasos (biinsaturados y
poliinsaturados). En los &cidos grasos saturados, el tratamiento con nitrégeno bajo
radiacion UV, provocd un aumento significativo (p<0.0001) de la concentracion
con respecto al control. La deficiencia de nitrégeno bajo radiacion PAR resulté en
una disminucién significativa (p<0.0001) con respecto al control. Finalmente, no se
encontraron diferencias significativas en el tratamiento con deficiencia de
nitrégeno bajo radiacion UV con respecto al control. La concentracion por
tratamiento fue: 7.7 pg mg™* peso seco (+N+PAR), 5.51 pg mg* peso seco (-
N+PAR), 10.11 ug mg’ peso seco (+N+PAR+UVR) y 8.5 ug mg™ peso seco (-
N+PAR+UVR). Los acidos grasos mono Yy biinsaturados disminuyeron
significativamente (p=0.0087 y p=0.0161) por la deficiencia de nitrégeno bajo

radiacion PAR con respecto al control. No se encontraron diferencias significativas
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por efecto de la radiacion UV independientemente de la presencia o deficiencia de
nitrégeno con respecto al control. Las concentraciones de A&cidos grasos
monoinsaturados por tratamiento fueron 8.52 ug mg™* peso seco (+N+PAR), 7.25
ng mg™ peso seco (-N+PAR), 8.85 ug mg™ peso seco (+N+PAR+UVR) y 9.23 g
mg™ peso seco (-N+PAR+UVR). Los acidos grasos biinsaturados variaron en 1.99
ng mg* peso seco (+N+PAR), 1.29 pg mg™ peso seco (-N+PAR), 2.22 pg mg*
peso seco (+N+PAR+UVR) y 1.85 ug mg™ peso seco (-N+PAR+UVR). Finalmente,
los acidos grasos poliinsaturados aumentaron significativamente (p<0.0001) con
nitrégeno bajo radiaciéon UV, la deficiencia de nitrégeno bajo radiacion PAR
provocO una disminucién significativa (p=0.0016) y no se encontraron diferencias
significativas bajo deficiencia de nitrégeno con radiacion UV con respecto al
control. Las concentraciones de acidos grasos poliinsaturados por tratamiento
fueron 1.61 pg mg™ peso seco (+N+PAR), 0.9 pg mg™ peso seco (-N+PAR), 6.43
ng mg™ peso seco (+N+PAR+UVR) y 1.79 pg mg™ peso seco (-N+PAR+UVR)
(Fig. 64). Las concentraciones obtenidas por grupo de acido graso y por

tratamiento se presentan en la tabla VI.
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Figura 64. Grupo de acidos grasos en Phormidium persicinum. Los valores son
expresados en pg mg™ peso seco. Control (+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-
N+PAR), nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR) y deficiencia de nitrégeno con UV (-
N+PAR+UVR). Las barras representan el promedio + desviacion estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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Spirulina (Arthrospira) maxima

Acido graso

Tratamientos

Nombre (IUPAC) | Nomenclatura| +N+PAR | -N+PAR | +N+PAR+UVR | -N+PAR+UVR
Saturados ng mg™ peso seco
Acido tetradecanoico C14.0 0.695+0.04 | 0.3+0.03 ND ND
Acido iso tetradecanoico i14:0 0.2+£0.05 | 0.12+0.01 ND ND
Acido pentadecanoico C15:.0 0.04+0.004 | 0.01+0.004 ND ND
Acido hexadecanoico C16:0 16.81+1.57 | 7.66+0.68 19.65+1.51 11.03+0.22
Acido heptadecanoico C17:.0 0.05+0.01 | 0.01+0.003 | 0.05+0.005 0.04+0.02
Acido octadecanoico C18:0 0.54+0.09 | 0.34+0.02 0.4+0.05 0.22+0.02
Monoinsaturados
Acido 5-hexadecaenoico C16:1(w11) 0.59+0.03 | 0.29+0.04 0.73%+0.09 0.31+0.03
Acido 7-hexadecaenoico C16:1(w9) 1.56+0.09 | 0.77+0.09 1.71+0.18 0.79+0.04
Acido cis-11-octadecenoico C18:1(w11) 0.55+0.08 | 0.3x0.05 1.64+0.32 0.71+0.02
Acido cis, trans-9-octadecenoico C18:1(w9c+t) | 0.08+00.01 | 0.11+0.02 0.1+0.01 0.1+0.02
Biinsaturados
Acido 9,12-hexadecadienoico C16:2(w4) 0.14+0.01 | 0.07+0.01 0.11+0.01 0.05+0.01
Acido cis,cis-9,12-octadecadienoico | C18:2(w6c) 7.08+0.79 | 1.91+0.42 8.34+1.12 3.48+0.12
Poliinsaturados
Acido 9,12-octadecadienoico C18:3(w6) 6.71+0.40 | 4.5+0.47 8.94+0.89 4.82+0.25
Acido 8,11,14-eicosatrienoico C20:3(wb) 0.16+£0.02 | 0.11+0.03 0.2+0.02 0.11+0.01

Los valores son el promedio de réplicas independientes +desviacion estandar. ND=por debajo del limite de

deteccion.
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Phormidium persicinum

Acido graso

Grupo de experimentos

Nombre (IUPAC) Nomenclatura | +N+PAR -N+PAR | +N+PAR+UVR |-N+PAR+UVR
Saturados Hg mg™ peso seco
Acido iso tetradecanoico i14:0 0.16+0.02 | 0.13+0.05 0.3+0.04 0.18+0.01
Acido pentadecanoico C15:.0 0.02+0.003 | 0.04+0.01 0.03+0.004 0.08+0.01
Acido hexadecanoico C16:0 6.83+0.7 | 5.04+0.59 9.5+0.45 7.61+0.06
Acido heptadecanoico C17:.0 0.04+0.01 | 0.08+0.01 ND 0.6+0.01
Acido octadecanoico C18:0 0.65+0.1 | 0.33%£0.06 0.3+0.03 0.55+0.11
Monoinsaturados
Acido 5-hexadecaenoico C16:1(w11) 2.51+0.3 | 2.14+0.22 2.94+0.15 3.16+0.35
Acido 7-hexadecaenoico C16:1(w9) 1.53+0.3 | 1.67+0.17 4.9+0.33 2.88+0.22
Acido 10-heptadecaenoico C17:1(w7) 0.24+0.06 | 0.45+0.09 0.1+0.01 0.55+0.16
Acido cis-7-octadecenoico C18:1(w11) 2.93+0.3 | 2.28+0.36 0.5+0.08 1.54+0.12
Acido cis, trans-9-octadecenoico C18:1(w9c+t) 1.31+0.2 | 0.72+0.19 0.5+0.09 1.06+£0.13
Biinsaturados
Acido 9,12-hexadecadienoico C16:2(w6) 0.27+0.04 | 0.17+0.03 1.1+0.06 0.22+0.08
Acido 10,13-hexadecadienoico C16:2(w4) ND ND 0.3+0.003 ND
Acido cis,cis-9,12-octadecadienoico C18:2(wbc) 1.72+0.2 | 1.12+0.58 0.8+0.15 1.63+0.46
Poliinsaturados
Acido 8,11,14-hexadecatrienoico C16:3(w3) ND ND 0.6+0.07 ND
Acido 7,10,13-hexadecatrienoico C16:3(w4) ND ND 0.1+0.02 ND
Acido cis,cis,Cis-9,12,15- C18:3(w3) | 1.6120.3 | 0.9+0.19 5.7+0.24 1.79+0.62

octadecatrienoico

Los valores son el promedio de réplicas independientes xdesviacion estandar. ND=por debajo del limite

deteccion.

de
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8.8.5. Proteinas totales.

En Smax, el tratamiento de la deficiencia de nitrégeno independientemente del tipo
de radiacion (PAR o UV) provocé una disminucion significativa (p<0.0001) de la
concentracion de proteinas con respecto al control. El tratamiento con nitrégeno
bajo radiacion UV provocé un aumento significativo (p<0.0001) de la
concentracion de proteinas con respecto al control. Las concentraciones por
tratamiento fueron 53.35% (+N+PAR), 27.84% (-N+PAR), 72.8% (+N+PAR+UVR)
y 23.46% (-N+PAR+UVR) (Fig. 65). En Php, los tratamientos con radiacion UV
provocaron un aumento significativo (p<0.0001) de la concentracién con respecto
al control. La deficiencia de nitrégeno bajo radiacion PAR, provocé una
disminucién significativa (p=0.014) del contenido de proteinas con respecto al
control. Las concentraciones por tratamiento fueron 25.75% (+N+PAR), 20.83% (-
N+PAR), 47.81% (+N+PAR+UVR) y 38.25% (-N+PAR+UVR) (Fig. 66).
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Figura 65. Contenido de proteinas totales en Spirulina (Arthrospira) maxima. Los
valores son expresados en porcentaje con respecto al peso seco (%). Control
(+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR)
y deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
a a<0.05 (F de Fisher).
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Figura 66. Contenido de proteinas totales en Phormidium persicinum. Los valores
son expresados en porcentaje con respecto al peso seco (%). Control (+N+PAR),
deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), nitrégeno con UV (+N+PAR+UVR) vy
deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
a 0<0.05 (F de Fisher).

8.8.6. Carbohidratos totales

En Smax, la concentracion aumentd significativamente (p<0.0001) en los
tratamientos con deficiencia de nitrdgeno independientemente del tipo de radiacion
(PAR o UV) con respecto al control. No se encontraron diferencias significativas en
el tratamiento con nitrégeno bajo radiacibn UV con respecto al control. Las
concentraciones por tratamiento fueron 9.49% (+N+PAR), 65.1% (-N+PAR),
10.41% (+N+PAR+UVR) y 60.34% (-N+PAR+UVR) (Fig. 67). En Php, el contenido
de carbohidratos disminuy6 significativamente (p<0.0001) en todos los
tratamientos probados con respecto al control. Las concentraciones por
tratamiento fueron 16.16% (+N+PAR), 4.85% (-N+PAR), 6.73% (+N+PAR+UVR) y
11.68% (-N+PAR+UVR) (Fig. 68).
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Figura 67. Contenido de carbohidratos totales en Spirulina (Arthrospira) maxima.
Los valores son expresados en porcentaje con respecto al peso seco (%). Control
(+N+PAR), deficiencia de nitrogeno (-N+PAR), nitrdgeno con UV (+N+PAR+UVR)
y deficiencia de nitrégeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio * desviacidbn estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas a a<0.05 (F de Fisher).
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Figura 68. Contenido de carbohidratos totales en Phormidium persicinum. Los
valores son expresados en porcentaje con respecto al peso seco (%). Control
(+N+PAR), deficiencia de nitrégeno (-N+PAR), nitrdgeno con UV (+N+PAR+UVR),
y deficiencia de nitrogeno con UV (-N+PAR+UVR). Las barras representan el
promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
a a<0.05 (F de Fisher).
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Los resultados de las variables analizadas en los tratamientos probados en las cianobacterias Smax y Php, se

resumen en las tablas VIl y VIII.

Tabla VII. Resumen de resultados de las variables analizadas por tratamiento probado en Spirulina (Arthrospira)

maxima. Los valores mas elevados se muestras en negritas.

Parametros
Y (1)

+N+PAR
0.272 £0.014°

-N+PAR
0.225 +0.010°

+N+PAR+UVR
0.242 +0.031°

-N+PAR+UVR
0.193 +0.06°

a

0.058+0.012°

0.025+0.004"

0.006+0.0005°

0.032+0.001°

ETRmax (umol electrones m?s™)

1.104+0.182°

0.712+0.080"

0.072+0.016"

1.513+0.096"

Ek (umol fotones m~s™) 19.34+1.9% 28.78+6.24° 11.57+3.3° 47.01+4.16°
Eopt (umol fotones m™s™) 51.71+£12.39° 89.37+15.06* 131.51+22 .52 157.54+65.65°
Fv/Fm 0.334+0.029° 0.598+0.041* 0.353+0.41° 0.356+0.016"
Capacidad antioxidante total (uM) 370.45+45.83° 315.22+7.27° 56.34+3.75° 52.76+14.63°
Radical superéxido (nmol mg™ 0.05+0.018° 0.014+0.05° 0.016+0.05° 0.014+0.008°
proteina min™

SOD (U mg™ proteina) 20.2+6.8° 38+16.8™ 53.9+5.9° 158.5+48.5%
Catalasa (U mg™ proteina) 7.1+4.3° 12.4+8.3" 35.6+20.3* 33.7£17.9°
POX (U mg™ proteina) 0.011+0.003° 0.045+£0.012*  0.0006+0.0002°  0.014+0.002°
Chl a (ug mg™ peso seco) 12.17+0.64° 5.25+0.56¢ 16.6+0.75% 6.89+0.23°
Carotenoides (ug mg™ peso seco) 3.83+0.94° 1.29+0.31° 1.18+0.41° 0.49+0.11°
Ficocianina (ug mg™ peso seco) 91.72+8.78% 30.72+4.04° 91.58+13.11° 15.75+6.18°
Aloficocianina (ug mg™ peso seco) 30.62+2.27° 15.30+1.90° 41.36+£2.77° 32.22+7.64*
Ficoeritrina (g mg™ peso seco) 6.30+0.53" 2.06+0.31° 11.85+6.49° 7.15+3.86%
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Parametros +N+PAR -N+PAR +N+PAR+UVR -N+PAR+UVR \
Compuestos fendlicos totales (ug mg” 4.31+0.46° 1.55+0.24° 0.76+0.33° 0.55+0.12°
peso seco)
TBARS (nmol mg™ proteina) 0.44+0.12° 1.03+0.26° 1.8+0.11° 0.7520.06"
Proteinas (% peso seco) 53.35+5.81" 27.84+3.72° 72.8+2.32% 23.46%1.09°
Carbohidratos (% peso seco) 9.49+0.79° 65.1+1.23° 10.41+0.43° 60.34+0.76"
Lipidos (% peso seco) 15.06+0.75° 6.88+1.04° 15.55+1.74° 8.97+0.43"
AG Saturados (ug mg™ peso seco) 18.33+1.76° 8.44+0.74° 20.09+1.57° 11.28+0.27°
AG Monoinsaturados (ug mg™ peso seco) 2.78+0.22" 1.47+0.2° 4.17+0.6° 1.92+0.1°
AG Biinsaturados (ug mg™ peso seco) 7.22+0.81° 1.99+0.43° 8.45+1.13° 3.53+0.13°
AG Poliinsaturados (ug mg™ peso seco) 6.87+0.41° 4.60+0.51° 9.14+0.91° 4.94+0.26°
Vitamina C (ug mg™ peso seco) 0.011+0.004*  0.008+0.002* * *
Vitamina E (ug mg™ peso seco) 0.012+0.001*  0.011+0.003* * *

Los valores son el promedio de réplicas independientes +desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas a a<0.05 *No se realiz6 la determinacion por falta de muestra.
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En la tabla VII se observa que en el tratamiento control (+N+PAR) se alcanzan
valores mas altos de Yll, oo y ETRmax al igual que la capacidad antioxidante total y
radical superoxido y en relacion con los compuestos antioxidantes, se alcanzan
valores mas altos de pigmentos accesorios (carotenoides, ficoeritrina, ficocianina y
aloficocianina) asi como de compuestos fenolios totales, proteinas totales y acidos
grasos saturados. Al incorporar la radiacion UV, manteniendo los niveles de
nitrégeno, (+N+PAR+UVR) se observa que se mantienen valores altos de Yl y
sube Eopt y Fv/Fm respecto a +N+PAR.

En relacion con el potencial antioxidante en este mismo tratamiento, se alcanzan
los valores mas altos de catalasa, ficoeritrina, ficocianina y aloficocianina asi como
de proteinas y lipidos totales como lo observado en +N+PAR pero en relaciéon a
los acidos grasos los que aumentaron fueron los mono, bi y poilinsaturados; asi

como la concentracion de TBARS y Chl a.

Al retirar el nitrdgeno en presencia de radiacion UV (-N+PAR+UVR) sube el
ETRmax, la actividad de SOD y CAT y se mantienen valores altos de Ek y Eopt.
Finamente en el tratamiento -N+PAR hay valores altos de Eopt, Fv/Fm, POX y

carbohidratos totales.

En resumen, en los tratamientos +N+PAR y +N+PAR+UVR se alcanzaron los
valores mas altos de ficobiliproteinas, proteinas y lipidos totales y coincide con
valores altos de ciertas actividades antioxidantes. En cambio al limitar el nitrdgeno
en presencia s6lo de PAR el metabolismo que se activa es el de carbono
(incremento de carbohidratos totales). El tratamiento que mas produce estrés
metabolico al bajar todos los compuestos es el de limitacion de nitrégeno vy
presencia de radiacion UV (-N+PAR+UVR) y, ademas, induce aumentos en las

actividades de enzimas antioxidantes (SOD y CAT).
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Tabla VIIl. Resumen de resultados de las variables analizadas por tratamiento probado en Phormidium persicinum.
Los valores mas elevados se muestran en negritas.

Parametros +N+PAR -N+PAR +N+PAR+UVR -N+PAR+UVR ‘
Y(II) 0.43 £0.043° 0.42 +0.010° 0.43 £0.007* 0.35 +0.029°
a 0.056+0.007* 0.094+0.010* 0.039+0.001° 0.0120.011°
ETRmax (umol electrones m“s™) 2.38+008° 3.9240.19° 1.85+0.4° 0.43+0.41°
Ek (umol fotones m S'l) 43.1+6.4° 42.05+5.98° 47.4+£9.6° 42.56+£9.99°
Eopt (umol fotones m™?s™) 109.8+9° 104.4+£199.38% 103.1+£13° 90.01+17.29*
Fv/Fm 0.35+0.04° 0.83+0.06° 0.34+0.05* 0.87+0.15%
Capacidad antioxidante total (uM) 467.44+11.36* 417.63+15.29° 351.14+9.35°  341.75+19.81°
Radical superéxido (hnmol mg™ 0.038+0.011° 0.107+0.32° 0.175+0.011° 0.157+0.005*
proteina min™)
SOD (U mg™ proteina) 51.6+10.6" 530.4+100° 66.1+11.1° 102.5+9.9°
Catalasa (U mg™ proteina) 10.8+7°¢ 12.1+4.8° 28.8+6.4° 5545.3%
POX (U mg'1 proteina) 0.129+0.02° 0.248+0.05% 0.008+1E-3° 0.007+4E-4°
Chl a (ug mg™ peso seco) 5.57+0.57¢ 5.05+0.38° 10.44+0.72° 7.54+0.74°
Carotenoides (ug mg™ peso seco) 0.47+0.11° 1.25+0.12° 1.63+0.34° 0.28+0.03°
Ficocianina (ug mg™ peso seco) 12.85+1.83% 9.8+1.94° 14.52+1.9° 12.46+3.08%
Aloficocianina (ug mg™ peso seco™  15.65+4.10° 13.44%2.32° 17.67+2.30° 12.26x0.34°
Ficoeritrina (Lg mg™ peso seco) 48.52+13.14° 10.86+3.42° 81.69+2.61°% 68.26+12.33%
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Parametros +N+PAR -N+PAR +N+PAR+UVR -N+PAR+UVR
Compuestos fendlicos totales (ug mg” 5.44+0.65° 2.8+0.06" 1.17+0.04° 1.41+0.15"
peso seco)
TBARS (nmol mg™ proteina) 2.54+0.15% 0.98+0.27° 1.57+0.27° 2.43+0.18%
Proteinas (% peso seco) 25.75+2.33° 20.83+3.32° 47.81+1.85° 38.25+4.49°
Carbohidratos (% peso seco) 16.16+1.46° 4.85+0.51° 6.73+0.35° 11.68+028°
Lipidos (% peso seco) 7.02+0.56° 6.6+£1.14° 12.04+0.28% 10.18+0.5°
AG Saturados (ug mg™ peso seco) 7.7+0.78° 5.61+0.71° 10.11+0.53* 8.5+0.21°
AG Monoinsaturados (ug mg™ peso 8.5+£1.09° 7.25+1.02° 8.85+0.66° 9.23+0.98*
seco
AG B)iinsaturados (Mg mg™ peso seco) 1.99+0.25° 1.29+0.60° 2.22+0.22° 1.85+0.53*
AG Poliinsaturados (ug mg™ peso seco) 1.61+0.26° 0.9£0.19° 6.43+0.32% 1.79+0.62°

Vitamina C (ug mg™ peso seco)

0.005+0.002°  0.011+0.002?

*

*

Vitamina E (ug mg™ peso seco)

ND

0.0005

*

*

Los valores son el promedio de réplicas independientes tdesviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas a a<0.05 *No se realizé la determinacion por falta de muestra. ND=Por debajo del limite de deteccidn.
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En la tabla VIII se observa que en el tratamiento control (+N+PAR) se alcanzan los
valores mas elevados de eficiencia (YIl y a) asi como de capacidad fotosintética
(ETRmax) al tiempo que incremeta la EK y Eopt. Este patrén concuerda con una
mayor capacidad antioxidante total y la concentracion de TBARS; asi como una
mayor acumulacion de ficocianina, aloficocianina, compuestos fendlicos totales,

carbohidratos totales y acidos grasos mono y biinsaturados.

Al incorporar la radiacion UV manteniendo los niveles de nitrégeno
(+N+PAR+UVR) se mantiene la alta eficiencia efectiva (YII), la capacidad
fotosintética (ETRmax) y se observa incremento de la eficiencia maxima (Fv/Fm),
de los niveles de todos los pigmentos fotosintéticos: clorofia a, carotenoides,
ficoeritrina, ficocianina y aloficocinina, asi como de las proteinas, lipidos y todos
los tipos de acidos grasos. Ademas se observa disminucion de la concentracion

de carbohidratos totales.

Al retirar el nitrégeno manteniendo la radiacién UV (-N+PAR+UVR) se reduce la
capacidad fotosintética pero se mantien alto el Fv/Fm y la Eopt. En este
tratamiento se alcanzan niveles altos, como era de esperar al ser el tratamiento
gue produce mas estrés, de la tasa de produccién de radical superoxido, actividad
de CAT y concentracién de TBARS teniendo niveles altos de ficobiliproteinas y de

acidos grasos mono y bi-insaturados.

Finalmente, en el tratamiento de deficiencia de nitrdgeno bajo radiacion PAR, se
mantienen altas las eficiencias fotosintéticas (YIl, Fv/Fm), la capacidad
fotosintética (ETRmax) y la Ek y Eopt. Se alcanzan valores altos de la actividad de
SOD, POX y de concentracién de aloficocianina. Es decir al retirar el nitrégeno
bajo radiacion PAR, caen los niveles de los compuestos metabdlicos cosa que no
ocurre al retirar el nitrogeno en presencia de radiacion UV en el cual se

alcanzaban valores altos de todas la ficobiliproteinas y acidos grasos.
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8.9. Andlisis de correlaciéon de Pearson

En Smax, los indicadores de estrés oxidativo (produccion de O,*, niveles de
TBARS, y actividad de SOD, CAT y POX) no se correlacionaron con el contenido
de carotenoides, compuestos fendlicos totales y proteinas en ningun tratamiento
aplicado. Sin embargo, se observé correlacion positiva entre la ficocianina y la
capacidad antioxidante total en los tratamientos bajo radiacion UV y también entre
la concentracion de aloficianina y de ficoeritrina en el tratamiento con deficiencia

de nitrégeno y en el control.

El contenido de carbohidratos y proteinas totales se relacionaron con los
tratamientos de radiacion UV y bajo deficiencia de nitrogeno. Los parametros
fotosintéticos y los &acidos grasos se correlacionaron en el tratamiento de

radiacion UV.

Las concentraciones de antioxidantes no enzimaticos se correlacionaron con el
contenido de carbohidratos totales en el tratamiento de la deficiencia de nitrégeno
y radiacién UV y con los lipidos totales y &cidos grasos biinsaturados en el control.
Se encontré correlacion positiva entre los acidos grasos saturados y

monoinsaturados con el tratamiento con radiacién UV.

Los &cidos grasos poliinsaturados se relacionaron en el tratamiento con deficiencia
de nitrégeno tanto en radiacibn PAR y como en la presencia de radiacion UV.
Correlacién con los parametros fotobiolégicos se encontré en los tratamientos con

radiacion UV.

No se encontré correlacion entre los parametros fotobiologicos y la capacidad
antioxidante total o enzimas antioxidantes. Finalmente los parametros
fotobiolégicos se relacionaron con el contenido de carbohidratos, proteinas, lipidos
y acidos grasos en todos los tratamientos aplicados. Los valores de correlacion y

la probabilidad de cada variable por tratamiento se presentan en los anexos 1-5.



104

En Php, los indicadores de estrés oxidativo (produccion de O,*, niveles de
TBARS, y actividad de SOD, CAT y POX) no se correlacionaron con los
compuestos fendlicos totales en ningun tratamiento. Sin embargo, si se encontro
correlacion con la concentracion de los carotenoides en el tratamiento de radiacion
UV vy deficiencia de nitrdgeno. Se encontrd una correlacion con la concentracion
de las ficobiliproteinas en el tratamiento con radiacion UV. El contenido de
proteinas, carbohidratos y lipidos totales se correlaciond con el tratamiento bajo
radiacion PAR. La capacidad antioxidante total y los parametros fotosintéticos

presentaron correlacion en los tratamientos bajo radiacion UV.

Las concentraciones de los antioxidantes no enziméaticos y el contenido de lipidos
totales, &cidos grasos mono y biinsaturados no se correlacionaron en los
tratamientos aplicados. Las proteinas y &cidos grasos poliinsaturados se
correlacionaron con el tratamiento de radiacion PAR y deficiencia de nitrégeno. La
concentracion de carbohidratos se relaciond con los tratamientos de radiacion

PAR y con la radiacion UV bajo deficiencia de nitrégeno.

Los niveles de antioxidantes no enzimaticos se relacionaron con los parametros
fotobiologicos en todos los tratamientos probados aplicados el tratamiento de
radiacion UV el que causd mas interacciones entre ese grupo de variables.

El contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos totales, se correlacionaron con
los parametros fotobiolégicos en los tratamientos con radiacion PAR y en el
tratamiento con radiacion UV. Los valores de correlacion y la probabilidad de cada

variable por tratamiento se presentan en los anexos 6-10.
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9. DISCUSION
9.1. Actividad fotosintética

Las cianobacterias fueron los primeros organismos fotosintéticos oxigénicos en
estar expuestos a grandes flujos de materia y energia. Para hacer frente a los
efectos adversos de dichos factores ambientales, han desarrollado diversas
estrategias de proteccién (Kerr y McElroy, 1993; McKeenzie et al., 1999). Las
estrategias incluyen mecanismos a corto (alteraciones en la actividad
fotosintética), mediano (modificaciones en los antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos) y largo plazo (cambios a nivel de ADN), por lo que han sido

consideradas como los mejores modelos para el estudio de tales condiciones.

Para determinar la actividad fotosintética un método facil, rapido y no intrusivo es
el uso de la fluorescencia de la clorofila a asociada al PSIl. Diversos factores
afectan directa o indirectamente la actividad del PSII causando cambios en las
emisiones de fluorescencia, por lo tanto, éste puede utilizarse para revelar
mecanismos de respuesta a un determinado estrés medioambiental asi como en
condiciones simuladas en laboratorio (Strasser et al., 2000; Henley et al., 1991;
Schreiber et al., 1995; Hanelt, 1996; Hader y Figueroa, 1997).

En el presente trabajo se utiliz6 la emision de fluorescencia para determinar el
rendimiento cuantico efectivo in situ Y(Il), la eficiencia fotosintética (a), la tasa de
transferencia de electrones maxima (ETRmax), la irradiandia de saturacion (Ek), la
irradiancia de fotoinhibicion (Eopt) y el rendimiento cuantico 6ptimo o maximo
(Fv/Fm) en cultivos de Smax y Php sometidas a condiciones de deficiencia de

nitrégeno inorganico y expuestas a radiacion UV.

En ambas cianobacterias en las condiciones antes mencionadas, se observo que
los valores de Y(Il) fueron menores que los obtenidos en Fv/IFm. Tal
comportamiento esta asociado al estado redox de los centros de reaccion del PSII

en las membranas tilacoidales de las cianobacterias. Cuando estan expuestos a
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radiacion PAR (mediciones in situ), algunos centros de reaccion estan reducidos,
por lo tanto, las emisiones de fluorescencia serdn menores. Cuando se hace una
incubacion previa en oscuridad, toda la maquinaria fotosintética esta libre para
llevar a cabo la transferencia de electrones, haciendo que todos los centros de
reaccion estan abiertos (oxidados) y al darles el primer impulso de luz, daran un
pico de maxima fluorescencia (mediciones de Fv/Fm). En nuestros datos se
observo una disminucion del Y(Il), del Fv/Fm, de a, del ETRmax y del peso de

biomasa total.

Ya que en el medio ambiente existe de manera natural abundantes cianobacterias,
éstas pueden llegar a agotar los nutrientes esenciales, causando un factor
limitante para el crecimiento. Eso implica un proceso de adaptacion a periodos de
deficiencia de nutrientes, lo que genera un mecanismo de presién selectiva en
diversos ambientes naturales (Schwarz y Forchhammer, 2005). La deficiencia de
un nutriente en las cianobacterias, provoca cambios aparentes en el aparato
fotosintético. Por ejemplo, el esquema de la clorosis es la degradacion de
pigmentos fotosintéticos, principalmente de las ficobiliproteinas, los cuales
constituyen la mayor antena captadora de luz seguida de la clorofila a (Allen y
Smith, 1969). Otra estrategia de adaptacion es el bloqueo de rutas metabdlicas y

la movilizacién de componentes intracelulares (Lee et al., 1999).

Durante la deficiencia de nitrégeno, los compuestos nitrogenados (proteina,
ficobiliproteinas entre otros) sirven como nutrientes, los cuales primeramente son
convertidos a amonio intracelular, después es asimilado por la ruta glutamina
sintetasa-glutamato sintasa por la incorporacion al esqueleto carbonado de 2-
oxoglutarato, resultando en la sintesis de glutamato (Lee et al., 1999). A nivel de
expresion genética se ha reportado una disminucion en la tasa de sintesis de
proteinas, aunque se ha demostrado que la sintesis de ciertas proteinas que se
requieren para procesos de aclimatacion esta fuertemente inducida. (Roche y
Sauer, 2001; Aldehni et al., 2003).
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Salomon et al. (2011) reportaron disminucién de la actividad fotosintética, del
transporte de electrones y desensamble del ficobilisoma en Synechocystis 6803
por la deficiencia de nitrdgeno. En nuestros resultados observamos que Smax
continud su crecimiento después de 6 dias de haber sido sometida a estrés por
deficiencia de nitrégeno. Dicho comportamieno puede estar asociado al mecanimo

de adaptaciéon mencionado por Salomén et al. (2011) anteriormente.

En el presente trabajo, observamos cambio de coloracion en los cultivos de ambas
cianobacterias, el cual estd relacionado a procesos de clorosis debido a la
deficiencia de nitrégeno y a la radiacion UV, al que fueron sometidos en diferentes
intervalos de tiempo. Este proceso de clorosis, se ha observado en otros
organismos como plantas, algas y microalgas; y se ha reportado como una
respuesta al efecto de la radiacion UV-B. Las especies difieren con respecto a su
tolerancia e incluso cepas cercanamente relacionadas muestran sensibilidad
diferencial. Los distintos niveles de tolerancia estan determinados por la eficiencia

fotosintética, composicion pigmentaria e historia evolutiva (He et al., 2002).

En varias especies de microalgas y cianobacterias sometidas a radiaciéon UV-B se
observa una disminucion de Fv/Fm, del rendimiento fotoquimico cuantico y del
crecimiento celular (Fouqueray et al., 2007; Marcoval et al., 2007; Navarro et al.,
2007; Gao et al.,, 2007; Wu et al., 2008). Por ejemplo, Oscillatoria priestleyi
presentd una inhibicién total de crecimiento mientras que Phormidium murrayi sélo
un 62% cuando ambas fueron expuestas a la misma intensidad de radiacion UV
(Quesada y Vincent, 1997). La fotoinhibicion de la fotosintesis en diversas
microalgas por radiacion UV determinada mediante fluorescencia in vivo de la
clorofila a y por evolucidén de oxigeno ha sido relacionada con las propiedades bio-
Opticas de las células (Figueroa et al., 1997). Asi las células pequefias con una
alta relacién superficie/volumen (S/V) son mas vulnerables a la radiacion UV que
las células mas grandes y con baja relacion S/V (Figueroa et al., 1997). La
morfologia filamentosa da ciertas ventajas frente a formas esféricas en relacion

con la fotoproteccion como es el caso de las cianobacterias de este estudio.
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En este estudio los valores mas altos tanto de rendimientos fotosintéticos (YIl, o)
como de capacidad fotosintética (ETRmax) se alcanzaron en el tratamiento control
(+N+PAR) en ambas especies. La incororacion de radiacion UV manteniendo la
disponibilidad de nitrdgeno, mantiene los valores de rendimientos y capacidad
fotosintética altos y hace aumentar la irradiancia de fotoinhibicidén, es decir, las
cianobacterias adquieren una fotoproteccion mayor ya que resisten a irradiancias
fotosintéticas mas altas. La eliminacion del nitrdgeno es la produce una caida de
los rendimientos y capacidad fotosintética especialmente en presencia de
radiacion UV (-N+PAR+UVR) en Php. En cambio en Smax la caida del ETRmax
fue mayor en -N+PAR que en -N+PAR+UVR. Asi en esta Ultima especie la
radiacion UV aminora el efecto negativo de la disminucién de nitrégeno lo que
podria estar relacionado con el incremento de la actividad antioxidante (SOD y

CAT) lo que favorece la fotoproteccion.

En Spirulina platensis se encontr6 un 92% de disminucién del crecimiento;
ademas de ruptura de la espiral y efectos negativos en el desarrollo fotosintético al
estar expuesta a radiacion UV (Gao y Ma, 2008; Wu et al., 2005b; Rajagopal et al.,
2000). Bhandari y Sharma (2011) reportaron una disminucién del Fv/Fm en
Phormidium tenue cuando se expuso aradiaciéon UV-B y UV-B suplementada con
baja intensidad de PAR. Zeeshan y Prasad (2009) reportaron una sensibilidad
diferencial a la radiacion UV-B en Nostoc muscorum, Plectonema boryanum y
Aphanothece sp, provocando una inhibicion del crecimiento del 32, 88 y 95%
después de 10 dias de exposicion respectivamente. En cultivos de
Chlamydomonas, Chlorella, Navicula, Amphiprora de origen antartico, tropical y
templado respectivamente, al ser expuestas a radiacion UV-B, hubo una inhibicion
del crecimiento en un 50%, pero a exposiciones de altas dosis de radiacion UV-A
no se presentd inhibicion (Wong et al., 2007). Al exponer a radiacion UV-B la
macroalga Gracilaria conferta se observo una disminucion del Y(ll) (Figueroa et
al., 2010).
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Otro efecto de la exposicion a radiacion UV-B en las cianobacterias es a nivel de
degradacion de los polipéptidos D-1 y D-2 del complejo antena de PSIl. Un
ejemplo es en Synechocystis sp. que mostré dafio de la proteina D-1 y en
consecuencia, inhibicién de la actividad del PSIl (Campbell et al., 1998; Sass et
al., 1997). En general, el dafio a los centros fotoquimicos del fotosistema genera
ERO que provoca el blanqueo de los pigmentos, dafio a la proteina D-1 y aumento
de la oxidacion de lipidos de membrana (Bischof et al., 2002; He y Hader, 2002;
Hideg et al., 1994). En cuanto a la radiacion UV-A se han descrito tanto efectos
benéficos como dafiinos. Por ejemplo, en microalgas de ambientes templados,
reduce el crecimiento celular, la supervivencia, induce a la fotoinhibicion y
disminuye la fijacion de carbono (Davidson et al., 1994; Kim y Watanabe, 1993;
Villafane et al., 2004), mientras que en Pseudo-nitzchia la indujo (Mengelt y
Prezelin, 2005). En Palmaria palmata reparé el dafio al ADN causado por la
radiacién UV-B (Pakker et al., 2000). Altas dosis (184.4 J cm™) de radiacién UV-A
no tuvo efectos negativos en el crecimiento de microalgas antarticas, tropicales y
templadas. Las respuestas de crecimiento de las cianobacterias frente a la
radiacibon UV muestran diferencias considerables debido al grado de dafio
causado al ADN, a las proteinas y al aparato fotosintético (Melis et al., 1992; Friso
et al., 1994; Callaghan et al., 2004).

En Chroococcidiopsis sp. y Tolypothrix byssoides la presencia de algunos
pigmentos como citoneminas, protege de la radiacién UV y de compuestos que la
absorben como los amino&cidos tipo micosporinas (Castenholz, 1997; Adhikary y
Sahu, 1998; Sinha y Hader, 2008). La concentracion de estos compuestos en las
células puede ser una de las razones de la sensibilidad diferencial; ademas, esta
respuesta puede ser explicada con base a caracteristicas morfologicas, a los
sistemas antioxidantes y a los de reparacion del ADN (He y Hader, 2002; Singh et
al., 2005; Sinha y Hader, 2008).
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9.2. Capacidad antioxidante total

En organismos fotosintéticos las ERO son producidas por la cadena
transportadora de electrones. La luz es esencial para la fotosintesis, pero al mismo
tiempo puede causar estrés. El oxigeno es el subproducto de la fotosintesis lo que
favorece a la formacién ERO. En el FSII, el oxigeno singulete (*O,) es producido
por liberacion de energia de la clorofila fotosensitizada. (Fufezan et al., 2007). En
el FSI una reduccion univalente de oxigeno usando electrones del FSIl genera
0,*". La produccién de ERO se lleva a cabo de manera natural, pero al someter a
las cianobacterias a un estrés, éstas incrementan su produccion (Latifi et al.,
2009).

En el presente trabajo bajo, condiciones control, la capacidad antioxidante total en
Smax fue de 370 uM, concentraciones similares a las de Anabaena sp. (350 a
480 uM) y Nostoc humifusum (380 uM); sin embargo, al comparar con Nodularia
sp. (500 uM) Nostoc sp. (500 uM) y Spirulina platensis (524 uM) fue menor que en
éstas (Mostafa et al., 2014). En Php la capacidad antioxidante en condiciones
control fue de 467 uM, valor similar al reportado en Anabaena flos-aquae (450
uM), Nostoc linkia (480 pM) y Nostoc muscorum (470 uM); y concentraciones
menores en comparacion con Anabaena sp (480 uM), Nodularia sp. (500 uM),
Spirulina platensis (524 uM) y Nostoc sp. (500 uM) (Mostafa et al., 2013).

La capacidad antioxidante total es atribuida a las propiedades especificas de los
compuestos celulares como proteinas, polisacaridos, vitaminas, compuestos
fendlicos, carotenoides, ficobiliproteinas y minerales (Singh et al.,, 2005). El
contenido de antioxidantes tiende a ser especie especifica, por lo tanto, las
variaciones de éstos, se veran reflejadas en dicha capacidad. Chopra y Bishnoi
(2008) reportaron que en las cianobacterias del genero Spirulina, las propiedades
antioxidantes estan atribuidas a moléculas como la ficocianina, el B-caroteno,
tocoferol, el acido y-linolénico y compuestos fendlicos. Pifiero et al. (2001)

observaron que el aumento en el contenido de ficocianina se relaciond con un
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incremento en la capacidad antioxidante en diferentes fracciones de Spirulina

platensis.

En el presente estudio, se observé una disminucién de la capacidad antioxidante
total en ambas cianobacterias por efecto de la deficiencia de nitrégeno y radiacion
UV. La disminucion de la capacidad antioxidante total mostrada por Smax y Php
fué debido a la disminucion en la concentracion de moléculas antioxidantes como
compuestos fendlicos totales, carotenoides, vitaminas, ficobiliproteinas y alguna
otra molécula con capacidad antioxidante no determinada en este estudio

(aminoacidos tipo micosporinas (MAAS) y escitoneminas).
9.3. Radical superé6xido y enzimas antioxidantes

El radical O,* es una de las ERO que se generan en la cadena transportadora de
electrones durante el proceso fotosintético (Latifi et al., 2009). En presencia de
radiacion UV-B, la formacibn de ERO es mayor que bajo radiacion PAR
(Stapleton, 1992).

En el presente trabajo, la tasa de producciéon de O,* en Smax disminuy6 y en Php
aument6 por efecto de la deficiencia de nitrogeno y la radiacion. Rajesh et al.
(2010) reportaron en Anabaena variabilis un aumento de las ERO al utilizar
radiacion UV-B en comparacion con PAR o UV-A. En Anabaena sp., He y Hader
(2002) reportaron un aumento del dafio oxidativo a causa del aumento de la
produccion de ERO, ademéas demostraron que moléculas con capacidad
antioxidante como la vitamina C revirtieron el estrés oxidativo y ademas
protegieron a las cianobacterias del blanqueo de clorofila y al dafio al aparato

fotosintético.

Una vez producidas las ERO, la primera barrera de defensa son las enzimas
antioxidantes. La SOD dismuta el O,* a H,O,. El H,O, producido por SOD es
convertido por la CAT a agua. Aunque la tasa de conversion de H,O, a agua es

eficiente, CAT presenta baja afinidad por el H,O,, la cual es compensada por las
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peroxidasas (POX) (Mishra et al., 2009). Como parte de los sistemas enzimaticos,
en este trabajo se determiné la actividad de SOD, CAT y POX. Tanto en Smax
como en Php dichas enzimas presentaron un aumento en su actividad cuando se

sometieron a la deficiencia de nitrégeno y radiacion UV.

Este comportamiento fue reportado por Rahman et al. (2015) en Anabaena
cylindrica y Synechocystis PCC 6803 sometidas a radiacion UV-B. En el presente
trabano se observé menor actividad de POX y mayor actividad de SOD y CAT se
obtuvo en nuestros resultados con respecto a lo reportado por Rahman et al.
2015. Priya (1996) report6 para Spirulina sp. una actividad de SOD de 8.3 U mg™
proteina. Actividades mayores de SOD en condiciones control se obtuvieron en el
presente trabajo con ambas cianobacterias 20.2 U mg™ proteina para Smax y 51.6

U mg™ proteina para Php.

Incrementos en la actividad de SOD, CAT y POX en Nostoc muscorum,
Plectonema boryanum y Aphanothece sp. expuestas a radiacion UV-B fueron
reportados por Zeeshan y Prasad (2009). En el presente trabajo, encontramos una
mayor actividad de SOD y CAT en Smax y Php en condiciones control y bajo
radiacion UV; sin embargo, la actividad de POX fue menor en Smax y Php en

comparacion con las tres cianobacterias reportadas por Zeeshan y Prasad (2009).

La actividad de SOD y CAT en todos los tratamientos probados en este trabajo en
Smax y Php fue mayor en comparacion a lo reportado por Mostafa et al. (2013)
para cinco cianobacterias del género Anabaena, Nodularia sp., Nostoc sp., Nostoc
humifoeus, Nostoc linkia, Nostoc muscorum y Spirulina platensis. La actividad de
POX fue menor en comparacion con todas las cianobacterias anteriormente
mencionadas. Se observo mayor actividad de SOD y CAT en Smax y Php con
respecto a Spirulina platensis reportada por Hanaa et al. (2008).

El incremento en la actividad de SOD y CAT en Smax y Php obtenidos en este
trabajo, sugiere la mayor capacidad que tienen estas cianobacterias de sintetizar

estas enzimas, como lo reportado para Synechocystis PCC 6803 por Rahman et
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al. (2015). El incremento de la actividad de enzimas antioxidantes como SOD,
CAT y POX puede ser consecuencia del aumento en la produccién de O, en las
cianobacterias. Durante el estrés oxidativo, ERO particularmente H,O, y O,*
desencadenan la actividad de varias enzimas tales como SOD, CAT y POX. La
alta actividad de estas enzimas antioxidantes en cianobacterias esta ligada con la
tolerancia al estrés (Zeeshan y Prasad, 2009).

El incremento de la actividad de las enzimas antioxidantes confiere a las
cianobacterias proteccion frente al dafio oxidativo. Krause (1994) y Foyer et al.
(1994) observaron que las enzimas antioxidantes juegan un papel importante en la
detoxificacion de ERO y en la regeneracion a la forma reducida de los
antioxidantes. En algas rojas el incremento en la tolerancia contra el estrés
ambiental fue atribuido a la elevada actividad de las enzimas SOD, APX y GR
(Lornmann et al., 2004).

9.4. Antioxidantes no enzimaticos

9.4.1. Carotenoides

Junto con los sistemas antioxidantes enzimaticos, los no enziméticos constituyen
la segunda linea de defensa contra el estrés oxidativo. Los antioxidantes no
enzimaticos comprenden moléculas como carotenoides, ficobiliproteinas,

vitaminas, compuestos fendlicos totales entre otros.

El contenido de carotenoides en Smax en condiciones control fue de 3.83 ug mg™
peso seco que resultd mayor a la concentracion obtenida por Mostafa et al. (2013)
quienes reportaron 2.4 ug mg* peso seco para Spirulina platensis, 0.77 ug mg™
peso seco para Nostoc linkia, 1.61 ug mg™ peso seco para Anabaena sp., 0.24 ug
mg™ peso seco para Nodularia sp., y 0.19 para Nostoc sp. La concentracién en
Php fue de 0.47 pg mg™ peso seco similar a la concentraciéon obtenida para
Nostoc linkia, Nodularia sp., y Nostoc sp. (Mostafa et al., 2013). La variacién en el

contenido de pigmentos puede ser relacionado a la historia genética (Stolte et al.,
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2000) de las cianobacterias o a factores como irradiancia y nutrientes (Henriksen
et al., 2002).

En el presente trabajo, la concentracion de carotenoides disminuyé en Smax por
efecto de la deficiencia de nitrogeno y la radiacion UV; mientras que en Php
aumentd. Canto de Loura et al. (1987) reportaron incremento de la concentracion
de carotenoides en Pseudanabaena sp. y Oscillatoria splendida bajo deficiencia de

nitrogeno, efecto que se obtuvo en Php en el presente estudio.

El incremento en la concentracion de carotenoides por efecto de la radiacion UV
se ha reportado para diversos organismos. Ehling-Schulz et al. (1997) reportaron
para Nostoc commune ademas de incremento de carotenoides, la presencia de
mixoxantofila y equinenona como moléculas fotoprotectoras externas unidas a la
membrana, mismas que se inducen por la radiacibn UV-B como respuesta al
estrés. Huang et al. 2002 encontraron por analisis del perfil de RNAm (RNA
mensajero) en Synechocystis sp. PCC 6803 que las ERO actian como moléculas
de sefializaciébn incrementando los transcritos que codifican para moléculas

fotoprotectoras, como carotenoides, GPX 'y SOD.

En Arthrospira platensis sometida a alta irradiancia PAR y UV se observo un
aumento en el contenido de carotenoides, mientras las células se aclimataban a
radiacion solar lo que indica que éstos tienen un papel protector (Gao y Ma,
2008). Lauron y Roy (2009) reportaron el papel fotoprotector de los carotenoides
por efecto de la radiacion UV-B, concluyendo que el ciclo de las xantofilas en
dinoflagelados y diatomeas es mas importante que otros compuestos
fotoprotectores como los aminoacidos tipo miscosporina (MAAs). Este mismo
efecto ya habia sido observado por Zudaire y Roy (2001) en la diatomea
Thalassiosira weissflogii en la cual los carotenoides disiparon el exceso de energia
via el ciclo de las xantofilas, como una respuesta de aclimatacion a exposicion

prolongada de radiacion UV.
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La presencia o ausencia de ciertos carotenoides proporciona informacién acerca
de posibles respuestas de aclimatacion o fotoproteccion de los organismos. La
presencia de carotenoides implicados en el ciclo de las xantofilas indica la
posibilidad de que los organismos podrian utilizar a éste como respuesta
fotoprotectora (Schubert et al., 2006). Los carotenoides o sus derivados actdan
como pigmentos fotosintéticos secundarios y como fotoprotectores contra ERO
(Bennoun, 1998). La habilidad de fotoproteccién contra dafio foto-oxidativo se ha
asociado a la capacidad de los carotenoides para disipar el exceso de luz, por lo

que actuan como filtros (Ben-Amotz y Shaish, 1992; Bennoun, 1998).

El papel que desempefan los carotenoides como proteccion contra dafio oxidativo
se puede llevar a cabo por cuatro vias: a) por reaccion con productos de la
peroxidacién de lipidos para terminar la reaccion en cadena; b) por la eliminacion
de oxigeno singulete y la disipacion de energia como calor; c) por reaccién con
moléculas de clorofila o tripletes para prevenir la formacion de oxigeno singulete, o
por la disipacion, o por el exceso de la energia de excitacion a través del ciclo de
las xantofilas (Salguero et al., 2003; Osmond et al., 1997).

9.4.2. Ficobiliproteinas

Las ficobiliproteinas junto con los carotenoides, forman parte del sistema captador
de luz y actian como pigmentos accesorios en las cianobacterias. Nuestros
resultados mostraron que en Smax el contenido de ficobiliproteinas totales en
condiciones control fue de 128.64 ug mg™’ peso seco concentracién mayor a lo
reportado en otras cianobacterias por (Hemlata y Fatma, 2009). En Php la
concentracion de ficobiliproteinas totales obtenida en condiciones control fue
77.03 ug mg™ peso seco similar a lo reportado para Anabaena variabilis NCCU-
441, Plectonema NCCU-204 y Westiellopsis prolifica (Hemlata y Fatma, 2009). El
contenido de ficobiliproteinas totales en Smax y Php fue cinco veces mayor que lo
reportado en Anabaena, Nodularia sp., Nostoc sp., Nostoc humifurus, Nostoc

linkia, y Nostoc muscorum (Mostafa et al., 2013).
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Sushanta et al. (2003) reportaron una disminucion del 20% de ficocianina en
Oscillatoria willei por deficiencia de nitrdgeno, sin cambios en el contenido de
aloficocianina. Canto de Loura et al. (1986) reportaron en Pseudoanabaena sp. y
Oscillatoria splendida la degradacién de ficocianina por efecto de la deficiencia de
nitrdgeno, pero sin cambios en el contenido de clorofila a. Zubia et al. (2014)
reportaron una disminucion del 21% en el contenido de ficoeritrina y del 23% de
ficocianina en la macroalga Gracilariopsis tenuifrons. Collier y Grossman et al.
(1992) reportaron en Synechococcus sp. PCC 7942 disminucién dréstica del
contenido de ficobiliproteinas en respuesta rapida a deficiencia de nitrégeno,
ademas de una disminucién en los niveles de ARNm que codifican para

polipéptidos de las ficobiliproteinas entre un 90 y 95%.

En el presente estudio obtuvimos una disminucion del contenido de ficocianina,
aloficocianina y ficoeritrina en Smax y de ficoeritrina y ficocianina en Php por
efecto de la deficiencia de nitrégeno y radiacion PAR. La radiacion UV provoco
una disminucion del contenido de ficocianina y promovié el aumento de la
concentracion de aloficocianina y ficoeritrina en Smax, mientras que en Php, la
radiacion UV aumentd solo el contenido de ficoeritrina. En ambas especies de
cianobacterias los niveles de las tres ficobiliproteinas al introducir radiacién UV se
mantuvieron similares a los del control pero siempre que los niveles de nitrégeno
se mantuvieran (+N+PAR+UVR). Asi, en este tratamiento podrian ejercer un papel
fotoprotector, como ya se ha sugerido en otras cianobacterias (Carreto y

Carignan, 2011) y algas rojas (Korbee-Peinado et al., 2004).

Rahman et al. (2015) reportaron la reduccion del contenido de ficocianina de un 69
y 92% en Anabaena cylindrica y Synechocystis PCC 6803 por efecto de la
radiacion UV-B. En Phormidium tenue se observd que la disminucion de los
niveles de ficocianina era lineal al tiempo de exposicion, disminuyendo del 13, 30 y
55% a 1, 3y 6 h de exposicién a UV-B (Bhandari y Sharma, 2011).
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Araoz y Hader (1999) reportaron una induccion en la sintesis de ficoeritrina por
efecto de la radiacion solar UV-B en Nostoc sp., concluyendo que la ficoeritrina
juega un papel importante en el proceso de fotoadaptaciéon de Nostoc sp. con
respecto al fotodafio causado por la radiacion UV-B. Ademas, reportaron que a
alta intensidad de luz, aumentaron los niveles de ficoeritrina, en respuesta a la
radiacion UV-B.

La localizacion de ficobiliproteinas en la membrana tilacoidal las deja mas
expuestas al efecto del dafio provocando su desprendimiento (Prasad et al.,
2005). La reduccion de las concentraciones de ficobiliproteinas puede ser debido a
la inhibicién de la sintesis de pigmentos o degradacion acelerada por las ERO en
varios sitios de la cadena transportadora de electrones fotosintética (Hemlata y
Fatma, 2009).

Las proteinas son blancos potenciales de la radiacion UV-B. Los aminoacidos
aromaticos como triptéfano y tirosina absorben radiacion UV-B hasta los 305 nm y
pueden ser fotooxidados provocando la subsecuente ruptura de la cadena
polipeptidica, asi como cambios estructurales o inactivacion de las enzimas
(Fujimori, 1981; Kochevar, 1990, Wilson et al., 1995). El nivel de proteinas se
mantuvo como en el control al introducir la radiacibn UV siempre que se
mantuviera la disponibilidad de nitrégeno. Asi, en ambas especies la disminucién
en el contenido de proteinas se produce cuando se quita el nitrégeno y
especialmente en presencia de radiacién UV.

La disminucion de los niveles de ficocianina se debe a la interaccion directa con la
radiacion UV-B. La ficocianina absorbe directamente en la region de la radiacién
UV-B, ya que esta localizada en la superficie externa de la membrana tilacoidal
(Rahman et al, 2015).
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9.4.3. Compuestos fendlicos totales

Entre los antioxidantes presentes en las cianobacterias, estan los compuestos
fendlicos, moléculas de bajo peso molecular. Estos son productos del
metabolismo secundario de los organismos fotosintéticos (Hernandez-Ledezma et
al., 2013). Con la finalidad de conocer la respuesta de los compuestos fendlicos
en Smax y Php, se evalud la concentracion en condiciones control y bajo estrés

por deficiencia de nitrégeno y la radiacion UV.

En condiciones control, la concentracién de compuestos fendlicos totales en Smax
fue de 4.31 ug mg™ peso seco y en Php de 5.44 pg mg™ peso seco. En estudios
realizados con diferentes concentraciones de nitrdgeno en Spirulina platensis, se
obtuvo un promedio de 3 pg mg™ peso seco (Colla et al., 2007); mientras que
Mostafa et al. (2013) reportaron 9.69 ug mg™ peso seco. Miranda et al. (1998) y
Hanaa et al. (2008) mencionaron que los principales compuestos fendlicos
encontrados en Spirulina son &cido salicilico, &cido trans-cindmico, acido
sinéptico, &cido clorogénico y acido caféico. Las diferencias en concentracion de
los compuestos fendlicos que se ha reportado en las cianobacterias, refleja una
respuesta diferencial determinada por factores de crecimiento, tipo de
cianobacteria, origen geografico o area de cultivo y variaciones fisiolégicas y

ambientales (Marinho-Soriano et al., 2006).

En el presente estudio, la deficiencia de nitrégeno y la radiaciéon UV en Smax y
Php provocaron una disminucion del contenido de compuestos fendlicos totales
con respecto al cultivo control. El-Baz et al. (2010) reportaron que existe una
relacion entre la actividad antioxidante total y la cantidad de compuestos fendlicos
en extractos crudos de cianobacterias. En la macroalga Ulva rigida la
concentracion de compuestos fendlicos estuvo relacionada con la concentracion
de nitrégeno disponible; al incrementar de 0 a 50 puM de nitrégeno, éstos
incrementaron en un 60%. Asi mismo, observaron que la radiacion UV no provoco

un efecto aparente (Cabello-Pasini et al., 2011).
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Copia et al. (2012) reportaron un aumento del contenido de compuestos fendlicos
totales en la microalga Chlorella sp. debido al efecto de la radiacion UV-B. Duval
et al. (1999) reportaron un incremento del 5 al 12% en los compuestos fendlicos
totales de Chlamydomonas nivalis después de ser sometida 5 dias a radiacion

UV-B, y del 12 al 24% después de 7 dias de exposicion a radiacion UV-C.

El nitrégeno desempefia un papel importante en el metabolismo de aminoacidos,
por lo que es esencial para la biosintesis del aminoacido aroméatico fenilalanina.
Dicho aminoé&cido es precursor de los compuestos fendlicos, ademas es clave en
la interface entre el metabolismo primario y secundario. La enzima fenilalanina
amonio liasa (PAL) es la responsable de dirigir el flujo hacia el metabolismo
secundario y, al mismo tiempo, libera amonio el cual es re-asimilado (Lea et al.,
2007). Esta enzima esté altamente regulada por varios factores ambientales, como

fue descrito por Weaver y Herrmmann (1997).

9.4.4. VitaminaCyE

Las vitaminas C, E, y A, actlan interrumpiendo la reaccion en cadena en la
formacion de radicales libres, ya que son atrapandos y susceptibles a éxido-
reduccion en las membranas celulares (Galaris y Evangelou, 2002). El-Baky et al.
(2009) reportaron concentraciones de 3.8 y 0.962 ug mg’ peso seco en el
contenido de vitamina C y E, respectivamente en Spirulina platensis. En el
presente estudio se obtuvieron concentraciones menores de 0.011 y 0.012 pg mg™
peso seco de vitamina C y E para Smax. En Php se obtuvieron concenntracionnes
de 0.005 ug mg™ peso seco de vitamina C; la concentracién de vitamina E estuvo

por debajo del limite de deteccion.

Mendiola et al. (2008) encontraron una concentracién de 29.4 pg mg™ peso seco
de vitamina E en Spirulina platensis utilizando la técnica de fluidos supercriticos.
Shukla et al. (2009) reportaron para Spirulina sp. una concentracién de 0.1 pg mg™
peso seco de vitamina E, el contenido de vitamina C estuvo por debajo del limite
de deteccion.
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En microalgas, Fabregas y Herrero (1990) obtuvieron un contenido de vitamina C
en Tetraselmis suecica de 0.191 pg mg™ peso seco, Isochrysis galbana de 0.119
Hg mg™ peso seco, Dunaliella tertiolecta de 0.163 pg mg™ peso seco y en Chlorella
stigmatophora 0.1 pg mg™ peso seco. Para vitamina E reportaron 0.421, 0.058,

0.116 y 0.669 pug mg™ peso seco para cada cepa, respectivamente.

En el presente estudio, la deficiencia de nitrégeno en Smax no provocé cambio
significativo en el contenido de vitamina C y E; mientras que en Php se observé un
aumento de contenido de ambas vitaminas. Contrario a nuestros datos, Carballo-
Cérdenas et al. (2003) reportaron una disminucion del 60% en el contenido de

vitamina E en la microalga Tetraselmis suecica por la deficiencia de nitrdgeno.

De acuerdo a lo obtenido en nuestros resultados en el contenido de vitamina E en
Php, El-Baky et al. (2003) mediante un gradiente de concentracion de NaNO;
reportaron que la deficiencia de nitrdgeno provocd en Spirulina maxima y en
Spirulina platensis un aumento del contenido de vitamina E y que la mayor
concentracion fue obtenida en el medio libre de nitrdgeno (0% NaNOs3) y el minimo
en la mayor concentracion de NaNOjs utilizada (410 ppm). Lo que estaria
confirmando que la deficiencia de nitrégeno en las cianobacterias promueve la
utilizacién del metabolismo secundario, asi como de compuestos fendlicos totales

para la sintesis de vitamina E (Lea et al., 2007).

En organismos fotosintéticos, la deficiencia de nitrdbgeno promueve la
fotorespiracion; este proceso genera ERO y éstas pueden llevar a un estrés
oxidativo (Tichy y Vermaas, 1999). En plantas, el cloroplasto es uno de los mas
poderosos generadores intracelulares de ERO, particularmente de O, (Asada,
2006). Por lo tanto, se asume que el enriquecimiento de a-tocoferol en las
membranas del cloroplasto puede estar relacionado con la capacidad de los
tocoferoles de interactuar con el 'O, y radicales peroxilo lipidicos, proteger el
aparato fotosintético de la toxicidad del oxigeno y la peroxidacion lipidica (Munné-
Bosch, 2007).
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La biosintesis de tocoferoles se desarrolla principalmente en los plastidos de las
plantas a partir de precursores derivados de dos vias metabdlicas: é&cido
homogentisico, un intermedio de la degradaciéon de los aminoacidos aromaticos, y
fitildifosfato, que surge de via del metileritritol fosfato. La regulacion de la
biosintesis se produce, en el nivel de enzimas clave como p-hidroxifenilpiruvato
dioxigenasa, homogentisato fitilltransferasa, tocoferol ciclasa y dos
metiltransferasas (Lushchak y Semchuk, 2012; Almeida et al., 2011; Chaudhary y
Khurana, 2009; Méne-Saffane y DellaPenna, 2010). La biosintesis de tocoferoles
cambia durante el desarrollo vegetal y en respuesta a diferentes condiciones
ambientales, como alta intensidad luminica, sequia, alta salinidad, metales
pesados, congelamiento y deficiencia de nutrientes (Tang et al., 2011, Cela et al.,
2011; Yusuf et al., 2010; Ellouzi et al., 2011; Then et al., 2009; Oh et al., 2009).

9.5. Clorofila a

La clorofila a junto con los carotenoides y las ficobiliproteinas, constituyen los
pigmentos responsables de la captacion de luz durante la fotosintesis. De acuerdo
los tratamientos a los que fueron sometidas las dos cepas con las que se trabajo,
encontramos que en condiciones control, la concentracién de clorofila a en Smax
fue 12.17 pg mg™ peso seco y en Php de 5.57 pg mg™. En Arthrospira (Spirulina)
platensis cultivada en medio Zarrouk se ha reportado una concentracion de 6.2 ug
mg'! peso seco (Gao y Ma, 2008). Mostafa et al. (2013) obtuvieron
concentraciones de 10.6 2 ug mg™ peso seco en Spirulina platensis cultivada en
medio Zarrouk, Anabaena sp. 5.972 pg mg™ peso seco, Anabaena flos-aquate
5.82 pg mg™ peso seco, Nodularia sp. 2.232 pg mg™ peso seco, Nostoc sp. 2.752
ng mg™ peso seco, Nostoc humiforus 52 ug mg™ peso seco, Nostoc linkia 6.62 pg
mg™ peso seco y Nostoc muscorum 52 pg mg™ peso seco cultivadas en medio

BG11.

Pandey y Tiwari (2010) reportaron para Spirulina maxima 13.1 pg mg™ peso seco.

Rafiqul et al. (2003) reportaron en Spirulina fussiformis una concentracién de 14.2
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ng mg™’ peso seco. Danesi et al. (2004) reportaron para Spirulina platensis una
concentracion de 13.4 pug mg™t peso seco. La variacion en el contenido de
pigmentos en las cianobacterias puede estar relacionado con la diferencia en la
composicién de medio de cultivo, evolucion genética (Stolte et al., 2000) o factores
oambientales como temperatura, intensidad luminosa y nutrientes (Henriksen et
al., 2002).

La radiacion UV no produjo disminucion en los niveles de clorofila a en presencia
de nitrégeno; asi, la disponibilidad de nitrdgeno promuve la sintesis de clorofila a 'y
la radiacion UV no causo6 dafio. En cuanto a la deficiencia de nitrégeno, en los
tratamientos con PAR y UV se observo una disminucion del contenido de clorofila
a en Smax de 5.25 y 6.89 ug mg™* peso seco respectivamente; mientras que con
nitrégeno y radiaciéon UV se obtuvo 16.6 ug mg™ peso seco. En Php la deficiencia
de nitrégeno con radiacion PAR no mostré un efecto significativo en el contenido
de clorofila obteniéndose 5.05 pg mg™ peso seco. La radiacién UV en cultivos sin
nitrégeno disminuyé la concentracion de clorofila a obteniéndose 7.54 pug mg™

peso seco y mientras que con nitrégeno se obtuvo 10.44 ug mg™ peso seco.

Loreto et al. (2003) reportaron en Anabaena que la concentracion de clorofila es
afectada por la deficiencia de nitrégeno y que hay una relacién lineal entre el
contenido de clorofila y la concentracion de nitrégeno. Miller et al. (2002)
reportaron una degradacion de clorofila a, ficobiliproteinas y carotenoides en
Synechococcus sp. Yang et al. (1997) reportaron que la deficiencia de nitrégeno
provoca una reduccion del contenido de clorofila celular, reduccion de la eficiencia

y la capacidad fotosintética.

En Pseudonabaena sp. y Oscillatoria splendida la deficiencia de nitrégeno no
afectd el contenido celular de clorofila a pero causa una pérdida de
ficobiliproteinas asi como un aumento en los niveles de carotenoides (Canto de
Loura et al., 1987). Bajo deficiencia de nitrégeno, las cianobacterias diazotréficas

son capaces de fijar nitrdgeno atmosférico. Por el contrario, las cepas no
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diazotroficas responden ante la deficiencia de nitrégeno blogueando el
metabolismo anabdlico, por lo que la clorosis se hace presente (Herrero et al.,
2004; Forchhammer, 2004). En estas circunstancias, se lleva a cabo la
movilizacion de nitrogeno a partir de compuestos nitrogenados como las
ficobiliproteinas, lo que concuerda con la disminucion de éstas observada en

ambas cepas en el tratamiento en mencion.

El efecto de la radiacion UV sobre el contenido de clorofila a ha sido reportado con
anterioridad. Después de 72h de exposicion a UV-B se obtuvo una disminucion de
los niveles de ficobiliproteinas y carotenoides en Anabaena cylindrica y
Synechocystis sp. del 38 y 48%, respectivamente (Rahman et al., 2015). En
Phormidium tenue hubo una disminucién de clorofila a del 74% después de 6h de
exposicibn a radiacion UV-B y un 88% cuando fue sometida a UV-B
suplementada con PAR de baja intensidad (Bhandari y Sharma, 2011). En cambio,
en este estudio la radiacion UV no afecto los niveles de ficobiliproteinas y clorofila

a siempre que el suplemento de nitrégeno no disminuya.

He y Hader (2002) reportaron blanqueamiento de clorofila a en Anabaena sp.,
después de exposicion a radiacion UV-B suplementada con PAR. Ehling-Schulz et
al. (1997) reportaron en Nostoc commune que la radiacion UV-B no afectd la
produccion de clorofila a. Figueroa et al. (2003) reportaron disminucion de clorofila
en las macroalgas Ulva olivascens y Ulva rotundata por efecto de la radiacion UV.
Por el contrario, Zubia et al. (2014) reportaron un incremento en el contenido de
clorofila a en la macroalga Gracilariopsis tenuifrons después de ser expuesta a
radiacion UV-B. Globe y Murphy (1998) reportaron que la sintesis de clorofila a y
carotenoides no fueron inhibidas por la radiacion UV-B en Ulva expansa.
Altamirano et al. (2000) reportaron mayor contenido de clorofila a y b en Ulva

rigida por efecto de la radiacion UV-B.

Estos efectos de la radiacion UV pueden ser interpretados de la siguiente manera:

durante la evolucién, las cianobacterias desarrollaron varias estrategias de
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proteccion ante los efectos de la radiacion UV-B, los cuales incluyen prevencion
del estrés por mitigacion, defensa al estrés por induccion de moléculas que
absorben radiacion UV, asi como antioxidantes, mecanismos de reparacion a nivel
de ADN (Blakefield y Harris, 1994) y sintesis de novo de proteinas sensibles a
radiacion UV como son los casos de las D1 y D2, que son proteinas clave del PSII
(Vass et al., 1999; Vass et al., 2000).

Los efectos dafiinos de la radiacion UV-B que se observan en los pigmentos
fotosintéticos se deben al fotoblanqueamiento o al proceso de peroxidacion
mediada por ERO (Carreto et al.,, 2001; Sharma, 2002). Los compuestos
cromofénicos como clorofila, ficobiliproteinas y quinonas absorben radiacion UV-B
y fotosensitizan la generacion de ERO, provocando la perdida de pigmentacion por
el blanqueo (Xue et al., 2007).

En cuanto a la radiacion UV-A, ésta es utilizada para reparar los dafios en las
proteinas (Kemmink et al., 1988) mientras que la radiacion PAR es utilizada para
proveer la energia requerida durante el proceso de reparacion y sintesis de novo
de proteinas y lipidos. Mackerness et al. (1996; 1998) reportaron que la radiaciéon

PAR puede aminorar los efectos dafiinos de la radiacion UV-B.

Se cree que hay un tipo de mecanismo fotoprotector que indica la capacidad de
las microalgas a la aclimatacion a la radiacion UV-B. En experimentos de corto
tiempo, sea ha encontrado que existe una sintesis de clorofila a como una
respuesta a radiacion UV y una futura aclimatacion a cambios de irraciacion
(Bischof et al., 2002; Poppe et al., 2002; Roleda et al., 2005).

9.6. Lipoperoxidacion (TBARS)

El dafio a lipidos se determiné con relacién a los hidroperoxidos y aldehidos
lipidicos resultantes de la peroxidacion de la membrana celular. En el presente
trabajo, en condiciones control en Smax y Php se obtuvo una concentracion de

0.44 y 2.54 nmol mg™ proteina respectivamente. Hanna et al. (2008) reportaron
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una concentracién de 1.55 nmol mg™ proteina en Spirulina platensis cultivada en

medio Zarrouk.

El aumento de lipoperoxidacion ha sido observado en diferentes especies de
microalgas como resultado de factores como la radiacion PAR, radiacion UV y
estrés oxidativo (Yamasaki y Grace 1998; El-Baky et al., 2004). En nuestros
resultados, en Smax, la deficiencia de nitrégeno y la radiacion UV promovieron la
lipoperoxidacién. En Php sélo la radiacion UV con deficiencia de nitrdgeno provoco

aumento de lipoperoxidacion.

Hanaa et al. (2008) reportaron un aumento en el contenido de lipoperéxidos por
efecto del H,O, en Spirulina platensis. Rahman et al. (2015) reportaron un
aumento del 50% de lipoperoxidos en Anabaena cylindrica y Synechocystis sp.
después de 72h de exposicion a radiacion UV-B. He y Hader (2002) reportaron
que la radiaciéon UV-A no produjo un incremento en el contenido de lipoperéxidos;
sin embargo, al someterlas a radiaciéon UV-B, la lipoperoxidacion se incremento.
Zeeshan y Prasad (2009) reportaron un incremento en la lipoperoxidacién de
Nostoc muscorum, Plectonema boryanum y Aphanothece sp. por efecto de la
radiacion UV-B. Wang et al. (2009) reportaron aumento de lipoperoxidacién por

efecto de la radiacion UV-B en la microalga Chlamydomonas sp.

La deficiencia de nitrégeno promueve la fotorespiracion, generando ERO que
pueden llevar a estrés oxidativo (Tichy y Vermaas, 1999). En nuestros resultados,
el aumento de la lipoperoxidacion observada por la deficiencia de nitrégeno, indica
que hubo un aumento de ERO, y una disminucién de compuestos con capacidad
antioxidante, tales como las ficobiliproteinas, compuestos fendlicos totales y
carotenoides, como se ha mencionado anteriormente, forman parte del
mecanismo de defensa de las cianobacterias frente a las ERO, y evitan las
reacciones en cadena en las membranas celulares. Sin embargo, cuando la
capacidad protectora y de reparacion es excedida, las biomoméculas como
proteinas, pigmentos y lipidos sufren dafio oxidativo (Barros et al., 2003).
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En las cianobacterias, los lipidos presentes en los tilacoides, contienen un alto
porcentaje de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) y éstos son susceptibles a la
peroxidacion (Halliwell, 1999). El nivel de ERO se incrementa por efecto de la
radiacion UV-B y da lugar a una peroxidacion lipidica significativamente mayor,
como se observé en los niveles de TBARS en el presente estudio. El dafio a los
lipidos, especialmente en las membranas tilacoides de cianobacterias, indica un
efecto negativo en la actividad fotosintética (Havaux, 1999). Lo anterior se
confirmd durante la evaluacion de los parametros fotosintéticos en ambas cepas,

expuesto anteriormente.
9.7. Lipidos totales

Los lipidos son la fuente mas efectiva de almacén de energia y tienen un papel
importante como constituyente estructural en la mayoria de las membranas
celulares. En el presente trabajo se obtuvieron concentraciones en Smax de
15.06% y en Php 6.6% cultivadas en condiciones control. Los niveles de lipidos
fueron mas altos en los tratamientos con adicién de nitrdgeno independiente de la

presencia o no de radiacién UV.

Mexica y Bernal (2011) reportaron para Arthrospira maxima cultivada en el medio
Zarrouk una concentracion entre 10 y 16%. En Spirulina platensis cultivada en
medio Zarrouk se ha reportado una concentracién de 13.79% Leema et al. (2010)
de 9.5% Licett et al. (2014) y 13.66% Uslu et al. (2011). El contenido de lipidos
varia de acuerdo con la interaccibn de los diversos factores ambientales
involucrados como temperatura, salinidad, nutrientes, irradiancia (Danesi et al.,
2002; Vazquez-Duhalt y Arredondo-Vega, 1991).

En el caso de deficiencia de nitrogeno, Smax, disminuyo el contenido de lipidos
totales a 6.88 y 8.96%, tanto con radiacion PAR y UV respectivamente. En Php, la
radiacion UV indujo la sintesis de lipidos en los cultivos con o en deficiencia de

nitrogeno a 12.04 y 10.18%, con respecto a los tratamiento en PAR.
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En las cianobacterias Pseudanabaena sp. y Oscillatoria splendida la deficiencia
de nitrégeno provoc6 disminucion del contenido de monogalactosil digliceridos,
digalactosil digliceridos y aumento de lipidos neutros (Canto de Loura et al., 1987).
En Spirulina platensis la deficiencia total de nitrdgeno provocé un aumento de
lipidos totales a 25% (Uslu et al., 2011). Sushanta et al. (2003) reportaron una
disminucién del 26% del contenido de lipidos en Oscillatoria willei por la deficiencia
de nitrégeno. La deficiencia de nitrégeno provoco la catalisis de lipidos y acidos
grasos resultando en su reduccion tanto en Spirulina platensis como en Anacystis
nidulans (Piorreck et al., 1984). Chen y Johns (1991) sugieren que la disminucién
en el contenido de lipidos totales indica una reduccion del mecanismo de
almacenamiento de carbono y conduce a la disponibilidad de esqueletos de
carbono para la sintesis de proteinas o enzimas necesarias para mecanismos de

defensa.

Cuando las cianobacterias son expuestas a deficiencia de nitrégeno, la respuesta
inmediata es la detencion de la division celular, seguida por el bloqueo de las rutas
metabdlicas, reduciendo notablemente el flujo de carbono hacia compuestos
celulares nitrogenados como la sintesis de proteinas y acidos nucleicos. El flujo de
carbono es dirigido a la sintesis preferencialmente de carbohidratos o lipidos que
se acumulan en su interior (Sukenik, 1992). En los cloroplastos, la disminucién de
galactolipidos por efecto de la deficiencia de nitrégeno provoca disminucién en la
membrana tilacoidal, disminucion del flujo de carbono que se desvia a la

produccion de triglicéridos (Harwood, 1984).

En Phormidium tenue expuesta a radiacion UV-B, se observo una disminucion del
55% en el contenido de glicolipidos y un 64% de los fosfolipidos (Rupali y Sharma,
2011). Otros trabajos sobre el efecto de la radiacion UV en microalgas de climas
tropicales, templados y antarticos, grupos taxondémicos similares, y no se
encontraron efectos aparentes de la radiacion UV-A, con excepcion de la cepa
antartica Chlorella que reportaron contenidos mas bajos. La radiacion UV-B

disminuyo el contenido de lipidos en microalgas antarticas y templadas pero no en
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tropicales (Wong et al., 2007). Guihéneuf et al. (2010) reportaron disminucion del
contenido de glicolipidos y fosfolipidos en las microalgas marinas Pavlova lutheri y
Odontella aurita por efecto de la radiacion UV. Asi mismo observaron que los

lipidos neutros aumentaron.

Los cambios en el contenido de lipidos totales son debidos principalmente a
cambios en la composicion de &cidos grasos (glicolipidos o fosfolipidos) (Wang y
Chai, 1994). Los lipidos junto con complejos pigmento-proteina son un blanco de
oxidacion, por lo que son atacados por ERO que se generan por la radiacion UV,
y la peroxidacion lipidica se produce sobre todo en sitios ricos en altas

concentraciones de acidos grasos poliinsaturados (Kochevar, 1990).

En los ambientes acudticos, principalmente en la superficie del agua de mar, la
radiacion UV puede provocar estrés severo en los microorganismos. El alto poder
oxidante de la radiacion UV lleva a la formacion de compuestos oxidantes
potentes, tales como peroxidos y oxiradicales intracelulares (Hessen et al., 1997).
Estos elementos inducen la peroxidaciéon de los &cidos grasos, que constituye uno

de los principales tipos de dafio causado a las células por la radiacion UV.

9.8. Acidos grasos

Los acidos grasos son componentes importantes en todas las membranas
celulares. Es sabido que gracias a las insaturaciones que pueden tener a lo largo
de la cadena hidrocarbonada, proporciona fluidéz a la membrana, la cuél se puede
ver modificada por diversos factores. En el presente estudio, en condiciones
control, en Smax el contenido de &cidos grasos saturados, mono, bi vy
poliinsaturados fue de 18.33, 2.78, 7.22 y 6.87 pg-mg peso seco’,
respectivamente, mientras que en Php fue 7.7, 8.52, 1.99 y 1.61 pg mg™’ peso
seco. El contenido en &cidos grasos fue mayor en los tratamientos con adicion de
nitrdgeno independientemente de la presencia de radiacion UV pero el tipo de

acidos grasos si se vio afectado por la radiacion UV. En Smax, en el control
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(+N+PAR), aumentaron los 4&cidos grasos saturados mientras que en
+N+PAR+UVR aumentaron los monoinsaturados, biinsaturados y poliinsaturados.
En Php, en +N+PAR dominaron los mono y biinsaturados y en +N+PAR+UVR

ademas de los anteriores también subieron los poliinaturados.

El acido graso saturado en mayor proporcion en ambas cianobacterias fue el acido
palmitico (16:0). En el caso de los acidos grasos monoinsaturados, en Smax fue el
acido 7-hexadecaenoico (16:1w9), y en Php, se detectd la presencia tanto del
acido 5-hexadecaenoico (16:1w11) y el acido cis-7-octadecenoico (18:1w11). En
los acidos grasos biinsaturados en ambas cepas, fue el &acido 9,12-
hexadecadienoico (18:2w6), y el caso de los acidos grasos poliinsaturados en
Smax fue el acido 9,12-octadecadienoico (18:3w6) y en Php el acido 9,12,15-

octadecatrienoico (18:3w3).

En el trabajo de Muhling et al. (2005), se reporté la composicion de los acidos
grasos en diferentes cepas: Arthrospira maxima, Arthrospira fusiformis, Arthrospira
indica, Arthrospira platensis, Spirulina platensis y Spirulina maxima, siendo el
acido palmitico (16:0) el de mayor abundancia, seguido por los &cidos palmitoleico
(16:1), estearico (18:0), oleico (18:1), linolénico (18:2) y y-linolenico (y-18:3).
Posteriormente Gupta et al. (2008) reportaron en Spirulina platensis que el 46.6%
estuvo representado por los acidos grasos son saturados, y en 53.3% por los
mono Y poliinsaturados. Colla et al. (2004) encontraron los acidos grasos palmitico
(16:0), &cido palmitoleico (16:1), acido esteérico (18:0), acido oleico (18:1), acido
linoléico (18:2), acido y-linolenico (y-18:3) en Spirulina platensis. La composicién
de &cidos grasos y su concentracién en Arthrospira esté influenciada por la fase
de crecimiento y por condiciones medioambientales (Cohen et al., 1986, 1993;
Olguin et al., 2001).

Por otro lado, cuando las cepas de Smax y Php se sometieron a deficiencia de
nitrégeno bajo radiacion PAR se obtuvo una disminucion de los acidos saturados,

mono, bi y poliinsaturados. Sushanta et al. (2003) encontraron en un estudio con
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Oscillatoria willei que la deficiencia de nitrdgeno provoco la disminucion del
contenido de los &cidos grasos: laurico (12:0), miristico (14:0), pentadecanoico
(15:0), palmitico (16:0), palmitoleico (16:1), heptadecanoico (17:0), oleico (18:1),
linoleico (18:2), y-linoleico (y-18:3), eiicosapentanoico (20:5) y behenico (22:0) y
aumento de eicosenoico (20:1).

Tedesco y Duerr (1989) reportaron una disminucion del 35% del contenido de
acidos grasos totales y un aumento de la relacion &cidos grasos
insaturados/saturados por efecto de la deficiencia de nitrdgeno en Spirulina
platensis. Breuer et al. (2012) en un experimento bajo condiciones de deficiencia
de nitrégeno, demostraron que las microalgas Chlorella vulgaris, Chlorella
zofingiensis, Neochloris oleoabundans y Scenedesmus obliquus acumulan mas
del 35% de su peso seco como triacilglicéridos, dénde los &cidos palmitico (16:0) y

oleico (18:1) fueron los mayormente producidos.

La relacion entre la concentracion de nitrogeno y la del contenido de acidos grasos
de Spirulina ha sido estudiados Rijn y Shilo (1986), dénde demostraron que los
compuestos de reserva se acumulan durante la deficiencia de nitrégeno. Sin
embargo, Piorrecket et al. (1984) reportaron que la acumulacion de tales
compuestos de reserva se produce principalmente en el metabolismo de algas
verdes, mientras que los acidos grasos de la fraccion de lipidos polares de
Spirulina permanecen constantes. La disminucién del contenido de lipidos y &cidos
grasos a causa de la deficiencia de nitrégeno, se ha reportado en Spirulina y
Anacystis nidulans por Piorreck et al. (1984) y confirmado en la cianobacteria
Oscillatoria willei Sushanta et al. (2003).

En Smax, la radiacion UV produjo acumulacién de &cidos grasos mono, bi y
poliinsaturados, sin efecto significativo en los acidos grasos saturados. La
interaccién de la radiacién UV y la deficiencia de nitrégeno provocaron disminucion
significativa de todos los grupos de acidos grasos. En Php la radiacién UV provoco

acumulacion de acidos grasos saturados y poliinsaturados, mientras que en mono
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y biinsaturados no provoco efecto significativo. La interaccion de la radiacion UV y
la deficiencia de nitrdgeno no provocaron efecto significativo en ningun grupo de

acidos grasos.

Gupta et al. (2008) reportaron la composicion de acidos grasos en Spirulina
platensis en respuesta a la radiacion UV-B encontrando una disminucion del 21%
de acidos grasos saturados con respecto a células no expuestas. La proporcion
resultdé en 23.5% de &cidos grasos saturados y 76.4% de monoinsaturados y

poliinsaturados.

Wong et al. (2007) en un estudio con microalgas de clima tropical, templado y
antartico encontraron que en las especies tropicales Chlamydomonas augustae,
Chlorella vulgaris, Amphiprora y en las especies de clima templado
Chlamydomonas augustae, Chlorella vulgaris y Navicula incerta el contenido de
acidos grasos saturados aumento y el de poliinsaturados disminuyd. En especies
de clima antartico el contenido de saturados aumenté en Chlamydomonas,
Chlorella y Navicula los poliinsaturados no disminuyeron en Chlorella. La
composicién de acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados en
Phaeodactylum tricornutum y Chaetoceros muelleri exhibié poca variacién por
efecto de la radiacion UV y la fuente de nitrégeno. Por otro lado, el impacto de la
radiacion UV resultd en un incremento de acidos grasos poliinsaturados y una
reduccion de acidos grasos saturados tanto en Phaeodactylum tricornutum vy

Chaetoceros muelleri bajo todas las fuentes de nitrégeno (Liang et al., 2006).

Los &cidos grasos sufren cambios cuando se someten a procesos fisiolégicos bajo
estrés (Ehling y Scherer, 1999). Ejemplos de los cambios son la insaturacion de
lipidos de membrana que aumenta como tolerancia a la radiacion UV (Gombos et
al.,, 1997). Los &acidos grasos saturados y monoinsaturados proporcionan la
energia necesaria para la reconstruccion del aparato fotosintético, ademas de que
los acidos grasos poliinsaturados con importantes a nivel de membrana ya que

regulan la fluidez de membrana (Skerratt et al., 1998).
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La produccién de acidos grasos poliinsaturados en las microalgas se puede ver
afectada por la radiacion UV. Las ERO intracelulares que se producen por efecto
de la radiacion UV-B, genera especies quimicas que son capaces de oxidar a los
lipidos (Hessen et al., 1997), asi como a los &cidos grasos poliinsaturados, dada la
presencia de dobles enlaces en su estructura (Gosgrove et al., 1987). Otro efecto
que causa la radiacion UV-B es a nivel de la sintesis de acidos grasos
poliinsaturados, ya que ademas que provoca una reduccion de ATP en células
microalgales (Vosjan et al.,, 1990), también afecta el metabolismo de fosfato
Hessen et al. (1995).

La disminuciébn de la proporcion de acidos grasos poliinsaturados en las
membranas celulares de fitoplancton puede reducir la permeabilidad y la habilidad
de asimilar nutrientes como nitrégeno, fosforo. Como resultado, el crecimiento
disminuye y la composiciéon bioguimica cambia (Goes et al., 1997; Khozin-
Goldberg y Cohen, 2006; De Castro Aradjo y Tavano Garcia, 2005). Como se
observo en los resultados obtenidos en este trabajo de peso de la biomasa total y

composicion bioquimica.
9.9. Proteinas totales

El componente cuantitativamente mas importante de la biomasa organica de la
mayoria de las microalgas y cianobacterias, son las proteinas, las cuales pueden
representar hasta mas del 50% del peso seco total. Se han descrito varios
métodos para la determinacion de la concentracion de proteinas (Bergmeyer y
Grabl, 1983) pero aunque éstas tienen varias propiedades comunes, difieren en
otras, como secuencia y perfil de aminoacidos y peso molecular, lo cual explica las
discrepancias que se pueden encontrar en la literatura cuando se compara la
composicién de la biomasa microalgal y/o de cianobacterias, determinada con
metodologias diferentes (Harrison y Thomas, 1988). En el presente trabajo, la
cuantificacion de proteinas totales se realizd por el método de Vonshak (1997)

acoplado al método de Lowry et al. (1951).
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En condiciones control, en Smax y en Php se obtuvieron concentraciones de 54 y
26% con respecto al peso seco, cuando las cepas fueron cultivadas en el medio
Jourdan (2006) y medio F/2 de Guillard y Ryther (1962 ) respectivamente. Los
niveles mas altos de proteinas se alcanzaron como era de esperar en los
tramientos con adicidén de nitrogeno independientemente de la presencia o no de
la radiacion UV.

En Spirulina platensis cultivada en el medio Zarrouk (1966) con 3g/L de NaNOg3; se
ha reportado una concentracion del 71.1% con respecto al peso seco (Leema et
al., 2010); mientras que con 2.5g/L de NaNO3 fue de 57.5% (Licett et al., 2014).
Uslu et al. (2011) utilizando medio Spirulina con 5 g-L™* de NaNOg, obtuvieron una
concentracion de 67.4% en Spirulina platensis. Otros trabajos con una cepa de
Spirulina sp., y el medio Zarrouk a diferentes concentraciones de nitrogeno (0.625,
1.25, 1.875y 2.5 g-L™) obtuvieron 59.76, 57.36, 60.82 y 57.61% de proteinas.

En el presente estudio, evaluamos el efecto de la deficiencia de nitrdgeno en
Smax y en Php, tanto con radiacion PAR como con UV, observando una
disminucién del contenido de proteinas totales (28 y 21%) en presencia de
radiacion PAR, y del 24 y 38.25% en radiacion UV, respectivamente. La radiacion
UV con nitrégeno provocd un incremento en el contenido resultando en 73 y 48%

para cada cepa.

Los organismos fotosintéticos sometidos a la deficiencia de nitrégeno utilizan
fuentes intracelulares por ejemplo ficobiliproteinas de membranas tilacoidales
como mecanismos de adaptacion, la cual varia dependiendo de la cepa a ser
considerada (Moore et al., 2002). Lo anterior se vio reflejado en nuestro trabajo, en
la disminucion del contenido de proteinas, ficobiliproteinas, lipidos y &cidos grasos

en ambas cepas.

Como se menciond anteriormente, la deficiencia de nitrégeno incrementa la
fotorespiracion y ésta puede inducir al estrés oxidativo mediante la produccion de

ERO, que pueden interaccionar con los grupo sulfidril de las enzimas y causar su
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oxidacion (Burke et al., 1985). Como resultado de la deficiencia de nitrdgeno,
algunos organismos fotosintéticos bloguean el anabolismo de compuestos
nitrogenados y estimulan la sintesis de todas las fracciones de carbohidratos
(intracelulares, capsulares y solubles). Este mecanismo ha sido comprobado en
cianobacterias como Phormidium laminosum y Cyanothece sp. (Fresnedo y Sierra,
1992; De Philippis et al., 1993).

La disminucién del contenido de proteinas después de la exposicion a radiacion
UV-B ha sido reportado por Ranman et al. (2015) en Anabaena cylindrica vy
Synechocystis sp. Esta disminucién se debe al dafio a proteinas, y a que pocas
son sintetizadas de novo durante la exposicion a la radiaciéon UV-B a largo o corto
plazo (Gao et al., 2008). Las proteinas son consideradas blancos faciles ante la
radiacion UV-B, esto debido a la presencia de aminoacidos aromaticos como el
triptéfano y la tirosina que absorben la radiacion UV- B hasta 305 nm. Esto
provoca que se foto oxiden lo que conduce a entrecruzamientos inter e intra
molecular y como consecuencia, a una posterior ruptura de la cadena
polipéptidica, asi como a cambios estructurales o inactivacion de la enzima
(Wilson et al., 1995). EI numero de aminoéacidos aromaticos en la cadena

polipeptidica puede limitar el grado de foto oxidacion y dafio a la proteina.

En general, la radiacion UV-B induce la pérdida de polipéptidos localizados en el
PSII tales las proteina D1, D2, CP47, CP43 y de enzimas del ciclo de Calvin
(Barbato et al., 2002). En este sentido, el principal efecto de la radiacion UV-B
sobre el PSII se produce especificamente en la proteina D1 (Vass et al., 1996),
donde la energia de los fotones de la radiacion UV-B rompe esta proteina, a nivel
del segundo segmento transmembranal, dando origen a fragmentos C-terminal de
20 kDa y N-terminal de 10 kDa (Bergo et al., 2003). El aumento de la degradacién
de la proteina D1 bajo radiacién UV-B puede ser explicado como consecuencia de
dos mecanismos independientes: a) dafio directo al cluster de manganeso
implicado en la oxidacion del agua, lo que provoca el rompimiento de la proteina

D1 (BooijJ-James et al., 2002), y b) induccién de la defosforilacion de proteinas
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del PSIl que ocurre por la interrupcion del transporte lineal de electrones y que
afecta la produccion de ATP y NADPH (Baena-Gonzalez y Aro, 2002).

9.10. Carbohidratos

El contenido de carbohidratos de las microalgas y cianobacterias puede variar
ampliamente dependiendo de las condiciones del cultivo, entre el 10 y el 50% de
la biomasa seca, cuando el crecimiento no esta limitado. Estos porcentajes
tienden a aumentar en condiciones de limitacion de nutrientes o como resultado de
un cambio en la tasa de crecimiento, con un incremento de lipidos y carbohidratos
en relacidn con las proteinas, por ejemplo cuando el crecimiento cambia de la fase
exponencial al estacionario (Granum et al., 2002). Los carbohidratos se dividen en
estructurales y de reserva, los primeros se encuentran como componentes
principales de las paredes celulares, y los segundos, se acumulan principalmente
en los cloroplastos, con tasas de acumulacion mayores en condiciones de
limitacién por nutrientes o de saturacion de luz (Geider y La Roche, 2002). Los
carbohidratos junto con el oxigeno, son el producto final de las reacciones de la

fotosintesis y es el punto de partida para la sintesis de otros compuestos.

En condiciones control, en Smax y Php se obtuvo 9.49 y 16.16% de carbohidratos
totales. Los niveles méas altos en Smax se alcanzaron en el tratamiento con
deficiencia de nitrdgeno sin radiacién UV (-N+PAR) mientras en Php se alcanzo en
el control (+N+PAR). En Arthrospira (Spirulina) platensis cultivada en el medio
Zarrouk (1966) se ha reportado 15% (Leema et al., 2010), 20.9% (Licett et al.,
2014). Olguin et al. (2001) utilizando el medio Zarrouk y suplementando con agua
de desechos de cerdos, obtuvo unas concentraciones de 28.41 y 6.1% en una
cepa de Spirulina sp., mientras que Oliveira et al. (1999) reportaron para Spirulina

maxima y para Spirulina platensis una concentracion de 11.68 y 12.65%.

Lo anterior demuestra que el contenido de carbohidratos al igual que una gran
variedad de compuesto producido por las cianobacterias esta influenciado por el

medio de cultivo, las condiciones y la la especie analizada entre otros factores.



136

Numerosas investigaciones han demostrado que la concentracion de
carbohidratos en cianobacterias estd estrechamente relacionada con factores
ambientales como salinidad, temperatura, pH, radiacion PAR o UV vy
concentracion de un macronutrientes como nitrégeno o fésforo (Bhandari y
Sharma, 2006; Ehling-Schulz et al., 1997; Yang et al., 2012).

En el presente estudio, en condiciones de deficiencia de nitrdgeno y radiacion
PAR y UV, se observO que en Smax produjo un aumento del contenido de
carbohidratos de 65 y 60%, respectivamente. En Php, la deficiencia de nitrégeno
en radiacion PAR y UV provocd una disminucion del contenido de carbohidratos
obteniéndose 4.85 y 11.63% respectivamente; mientras que en radiaciéon UV con

nitrégeno se obtuvo 6.73%.

Markou et al. (2012) en cultivos batch y semicontinuos de Arthrospira (Spirulina)
platensis, la limitacibn de fésforo caus6 un incremento en el contenido de
carbohidratos hasta un 63%. Yang et al. (2012), reporté que en Microcystis
aeruginosa la disminucion de la concentracion de nitrdgeno en el medio de cultivo
provocé un aumento de los polisacaridos solubles extracelulares. De Philippis et
al. (1993) evaluaron la deficiencia de nitrdgeno en Cyanothece sp., encontrando
una estimulacion en la biosintesis de las fracciones de carbohidratos intracelular,
capsular y soluble. Fresnero y Sierra (1992) reportaron que le deficiencia de
nitrogeno en cultivos de Phormidium laminosum promovia la aparicion de una
banda de mucilago extracelular que rapidamente aumentaba con respecto al

tiempo.

Las cianobacterias pueden emplear diferentes formas de fijacién de carbono en
tasas que pueden variar con el estado nutricional celular. La fijacion fotosintética
de carbono por la enzima RUBISCO es el principal modo de asimilacién durante la
fotosintesis y el crecimiento (Tabita, 1994). Por otro lado, el carbono también
puede fijarse no fotosintéticamente para satisfacer las necesidades anapleréticas.

Por ejemplo, en la cianobacteria Coccochhloris peniocystis, la actividad de la
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enzima fosfoenol piruvato (PEP) carboxilasa, que cataliza la B-carboxilacion de
PEP a oxalacetato, se ha reportado que representa el 20% del carbono fijado
(Coleman y Colman, 1980). El oxaloacetato es un producto intermedio del ciclo del
Krebs en cianobacterias, éste proporciona el esqueleto de carbono para varios
aminoécidos, incluyendo el aspartato. El carbono inorganico también puede ser
asimilado por la enzima carbamoil fosfato sintetasa (Chen et al., 1987), que une el
metabolismo del nitrégeno y del carbono mediante la combinacién de aniones
bicarbonato con un grupo amino donado por la glutamina para formar carbamoil
fosfato, un precursor de la pirimidina y componente de la ruta biosintética de la
arginina. Cuando se presenta deficiencia de nitrégeno, las células estresadas no
biosintetizan compuestos nitrogenados y los productos de asimilacion de carbono

son mas abundantes (Weathers y Allen, 1978).

El efecto de la radiacion UV en el contenido de carbohidratos, también ha sido
reportado previamente por Ehling-Schulz et al. (1997) en cultivos de Nostoc
comune, los cuales fueron sometidos a radiacion UV-B; observando un incremento
de compuestos que absorbian radiacion UV asociados a la sintesis extracelular de
glicanos. En cultivos de Microcoleus vaginatus, Lan-Zhou et al. (2006) evaluaron el
efecto de la radiacion UV-B, encontrando una disminucion en el contenido de

carbohidratos totales, expolisacaridos y de sacarosa.

9.11. Anélisis de correlaciéon entre variables

Se encontraron correlaciones positivas en todas las variables analizadas, en todos
los tratamientos probados en Smax y Php. Lo anterior sugiere que los indicadores
de estrés oxidativo, las biomoléculas y los parametros fotobioldgicos estan
interconectados y que un cambio en algun grupo modificara el comportamiento de

otro.

En Smax se encontraron 24 correlaciones para +N+PAR, 13 para —N+PAR, 25
para +N+PAR+UVR y 17 para —-N+PAR+UVR. En los tratamientos con nitrégeno

en el medio de cultivo fueron donde se presentd mayor correlacion entre variables.
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Por otro lado, la deficiencia de nitrégeno independientemente del tipo de radiacion
(PAR y UV), disminuyd el nimero de correlaciones, probablemente debido a la
disminucidbn de las concentraciones de compuestos nitrogenados, como
carotenoides, ficobiliproteinas, @ compuestos fendlicos, &cidos grasos

poliinsaturados y a la disminucion de los parametros fotosintéticos.

Bajo condiciones control, las concentracinoes de los antioxidantes no enzimaticos
como carotenoides y ficobiliproteinas fueron mayores; ademds, estuvieron
correlacionados con la actividad de las enzimas como CAT. Cano-Europa et al.
(2009) han reportado que los tetrapirroles lineales de las ficobiliproteinas tienen
efectos similares a los de la CAT. Smax es conocida por su alto contenido de
proteinas, el cual se vid correlacionado con el contenido de carbohidratos y
lipidos. Las tres biomoléculas son los productos de mayor almacenamiento en las
células; la propocién entre especies puede verse modificada por la derivacién de

rutas anabdlicas por la deficiencia de nitrégeno (Weathers y Allen, 1978).

En el tratamiento —N+PAR, se observdo que las ficobiliproteinas fueron las
mayormente correlacionadas con la produccion de radical O,*. Los tetrapirroles
lineales de las ficobiliproteinas pueden actuar como potentes nucledfilos pudiendo
neutralizar a las ERO evitando dafio oxidativo (Bermejo-Bescos et al., 2008;

Sathyasaikumar et al., 2007).

En el tratamiento +N+PAR+UVR, se observd correlacion entre los antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos. La capacidad antioxidante bajo este tratamiento
estuvo relacionada con la actividad de las enzimas SOD y CAT y con la
concentracion de compuestos no enzimaticos como ficobiliproteinas, compuestos
fendlicos totales y &cidos grasos poliinsaturados, siendo la ficocianina la que se
observd a mayor concentracién. El incremento de la actividad de enzimas
antioxidantes como SOD, CAT y POX puede ser consecuencia de la produccion

de O,* en las cianobacterias (Rahman et al., 2015).
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En el tratamiento con mayor estrés —-N+PAR+UVR, la mayor capacidad
antioxidante total podriadeberse a la mayor actividad de las enzimas SOD y CAT y
al elevado contenido de carbohidratos. La concentracion de los antioxidantes no
enzimaticos como ficobiliproteinas, compuestos fendlicos totales, carotenoides fue
afectada por la deficiencia de nitrégeno, afectando la cantidad de proteinas y los
parametros fotosintéticos. La disminucion de los parametros fotobiologicos es
reflejo de problemas en la maquinaria fotosintética. Como resultado del dafio a los
centros fotoquimicos del fotosistema, se genera ERO, las cuales provocan el
blanqueo de pigmentos, y dafios a la proteina D-1 (Sharma, 2002; Bischof et al.,
2002; He y Hader, 2002; Hideg et al., 1994a).

En Php, se observdo un patron diferente en comparacibn con Smax. Se
encontraron 20 correlaciones en el tratamiento +N+PAR, 20 para —N+PAR, 20
para +N+PAR+UVR y 17 para —-N+PAR+UVR. En el control, la capacidad
antioxidante total podria deberse a la mayor actividad de CAT, mayores
concentraciones de compuestos fenolicos, vitamina C y ficobiliproteinas, siendo la
ficoeritrina la que presentd mayor concentracion. En el tratamiento -N+PAR, la
capacidad antioxidante total podria deberse a la mayor actividad de las enzimas
SOD, CAT y al mayor nivel de carotenoides. La actividad de SOD estuvo
correlacionada con la producciéon de radical O,*. Ademas, las actividades de
SOD, CAT y la concentraciéon de los carotenoides estuvieron correlacionadas con
la eficiencia fotosintética y rendimiento cuantico efectivo in situ. Los carotenoides o
sus derivados actlan como pigmentos fotosintéticos secundarios y como

fotoprotectores contra ERO (Bennoun, 1998).

Durante eventos de estrés oxidativo, las ERO particularmente H,O, y Oy*
desencadenan la actividad de varias enzimas tales como SOD y CAT. La alta
actividad de estas enzimas antioxidantes en cianobacterias esta ligada con la

tolerancia al estrés (Zeeshan y Prasad, 2009).
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En el tratamiento +N+PAR+UVR, la capacidad antioxidante total podria explicarse
por la actividad de CAT, la concentracion de carotenoides, fendlicos totales y
ficobiliproteinas, de las cuales la que se encontr6 en mayor concentracion fue la
ficoeritrina. La eficiencia fotosintética estuvo correlacionada con la captacion de
energia por parte de las ficobiliproteinas y los carotenoides, mostrando correlacion
con la tasa de transferencia de electrones y la irradiancia de saturacion. Los
carotenoides, juegan un papel importante en el ensamblaje de los complejos
captadores de luz y tienen una funcion indispensable, ya que protegen al aparato
fotosintético del dafio fotooxidativo (Grill y Tuteja, 2010). Los compuestos
fendlicos evitan la formacion de ERO y de hidroxiperdxidos organicos (Escamilla-
Jiménez et al., 2009). Y ademas, en el caso de la ficoetrina, se espera un
mecanismo de discipacion de energia ya que su biosintesis por parte de la célula
requiere un alto costo energético que es parte de la respuesta frente a radiacion
UV-B. (Araoz y Hader, 1999). Finalmente, en el tratamiento —N+PAR+UVR, la
capacidad antioxidante total estuvo correlacionada con la actividad de POX, la
concentracion de carotenoides, ficobiliproteinas y acidos grasos poliinsaturados.
Los parametros fotosintéticos estuvieron correlacionados con la actividad de CAT,
las concentraciones de ficoeritrina y acidos grasos poliinsaturados. La actividad de
las enzimas esta ligada a la produccion de ERO por la radiacién UV, la ficoeritrina
como mecanismo de discipacion de energia, como se mencién anteriormente, y
los acidos grasos poliinsaturados como mecanismo de regulacion de la fluidez de

las membranas (Skerratt et al., 1998).
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10. CONCLUSIONES

1. El efecto de la deficiencia de nitrogeno y la radiacion UV provocaron
respuesta diferencial en las cianobacterias evaluadas. En un experimento
de largo plazo en Smax se encontré6 disminucion en la eficiencia
fotosintética, en el crecimiento celular, contenido de clorofila a, produccion
endogena de radical superdxido, capacidad antioxidante total,
concentraciones de ficobiliproteinas, carotenoides totales, compuestos
fendlicos totales, proteinas, lipidos totales y &cidos grasos (saturados,
monoinsaturados, biinsaturados y poliinsaturados). Asi mismo se observon
un aumento en la lipoperoxidacién, actividad enzimatica (SOD, CAT y POX)
y contenido de carbohidratos. En cuanto a la concentracion de vitaminas C
y E, no se observé un efecto significativo.

2. En un experimento de corto plazo en Php se encontré una disminucion en
la eficiencia fotosintética, en el crecimiento celular, en la capacidad
antioxidante total, niveles de ficobiliproteinas totales, compuestos fendlicos
totales y acidos grasos biinsaturados. Ademas un aumento de la
concentracion de TBARS, produccién enddgena de radical superéxido,
actividad enzimética (SOD, CAT y POX), contenido de vitaminas (C y E),
carotenoides totales, lipidos totales, acidos grasos saturados vy
poliinsaturados. No se observd efecto en el contenido de la clorofila a,
proteinas, carbohidratos y acidos grasos monoinsaturados.

3. Con base a los resultados obtenidos en este estudio, se sugiere que el
efecto de la deficiencia de nitrogeno y la radiacion UV disminuyen la
capacidad antioxidante total y la actividad fotosintética de las cianobacterias
Smax y Php, provocando cambios en el metabolismo primario y secundario,
lo que se ve reflejado en los cambios de concentracion de los metabolitos

analizados.
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4. La radiacién UV induce respuestas antioxidantes de forma diferente en las
especies estudiadas. Mientras que en Smax en presencia de nitrdgeno se
estimula la actividad de CAT, en ausencia de nitrégeno ademas se induce
la actividad de la SOD. En cambio, en Php sélo en presencia de UV y
ausencia de nitrégeno se induce la actividad de la CAT.

5. En Smax, la presencia de nitrégeno favorece tanto la eficiencia como la
capacidad fotosintética, asi como la acumulaciéon de ficobiliproteinas,
proteinas, lipidos y acidos grasos independientemente de la presencia 0 no
de la radiacion UV. Asi, el nitrégeno favorece el metabolismo de
compuestos nitrogenados como aquellos a base de carbono (lipidos). En
cambio, en Php los metabolismos de compuestos nitrogenados y de
carbono (lipidos) sélo se vieron inducidos en presencia y en ausencia de
radiacion UV (+N+PAR) lo que se favorece es el metabolismo de carbono
(carbohidratos).
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla IX. Coeficientes de correlacién de Pearson (R?) entre las variables
analizadas en Spirulina (Arthrospira) maxima en el tratamiento +N+PAR. 1)
concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), 2) actividad
de superoxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de
peroxidasas totales (POX), 5) Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7)
Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina, 11) Capacidad
antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados,
16) AG monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19)
Vitamina C, 20) Vitamina E, 21) Rendimiento efectivo in situ (Y(II)), 22) Eficiencia
fotosintética (a) 23) Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 24) Tasa de transporte
de electrones maxima (ETRmax), 25) Irradiancia de saturacion (Ek) y 26)
Irradiancia de fotoinhibicion (Eopt). A= No hay variacion. *La correlacion es
significante a p<0.05, ** La correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion
es significante a p<0.001.

Anexo 2. Tabla X. Coeficientes de correlacién de Pearson (R?) entre las variables
analizadas en Spirulina (Arthrospira) maxima en el tratamiento -N+PAR. 1)
concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS), 2) actividad
de superdxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de
peroxidasas totales (POX), 5) Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7)
Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina, 11) Capacidad
antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados,
16) AG monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19)
Vitamina C, 20) Vitamina E, 21) Rendimiento efectivo in situ (Y(II)), 22) Eficiencia
fotosintética (a) 23) Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 24) Tasa de transporte
de electrones maxima (ETRmax), 25) Irradiancia de saturacion (Ek) y 26)
Irradiancia de fotoinhibicion (Eopt). A= No hay variacion. *La correlacion es
significante a p<0.05, ** La correlacién es significante a p<0.01, *** La correlacion
es significante a p<0.001.

Anexo 3. Tabla XI. Coeficientes de correlacién de Pearson (R?) entre las variables
analizadas en Spirulina (Arthrospira) maxima en el tratamiento +N+PAR+UVR. 1)
concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), 2) actividad
de superdxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de
peroxidasas totales (POX), 5) Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7)
Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina, 11) Capacidad
antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados,
16) AG monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19)
Rendimiento efectivo in situ (Y(II)), 20) Eficiencia fotosintética (a) 21) Rendimiento
cuantico maximo (Fv/IFm), 22) Tasa de transporte de electrones maxima
(ETRmax), 23) Irradiancia de saturacion (EK) y 24) Irradiancia de fotoinhibicién



(Eopt). A= No hay variacion. *La correlacion es significante a p<0.05, ** La
correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion es significante a p<0.001.

Anexo 4. Tabla Xll. Coeficientes de correlacion de Pearson (R?) entre las
variables analizadas en Spirulina (Arthrospira) maxima en el tratamiento -
N+PAR+UVR. 1) concentracion de sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico
(TBARS), 2) actividad de superéxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa
(CAT), 4) actividad de peroxidasas totales (POX), 5) Compuestos fendlicos totales,
6) Clorofila a, 7) Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina,
11) Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15)
AG saturados, 16) AG monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG
poliinsaturados, 19) Rendimiento efectivo in situ (Y(I)), 20) Eficiencia fotosintética
(a) 21) Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 22) Tasa de transporte de
electrones maxima (ETRmax), 23) Irradiancia de saturacion (Ek) y 24) Irradiancia
de fotoinhibicion (Eopt). A= No hay variacién. *La correlacion es significante a
p<0.05, ** La correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion es significante
a p<0.001.

Anexo 5. Tabla Xlll. Resumen de las correlaciones significativas entre variables
en Spirulina (Arthrospira) maxima en los tratamientos probados 1) +N+PAR, Il) —
N+PAR, IlI)+N+PAR+UVR y IV)-N+PAR+UVR. 1) concentracion de sustancias
reactivas al acido tiobarbitlrico (TBARS), 2) actividad de superoxido dismutasa
(SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de peroxidasas totales (POX),
5) Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7) Carotenoides, 8) Ficocianina, 9)
Aloficocianina, 10) Ficoeritrina, 11) Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas,
13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados, 16) AG monoinsaturados, 17)
AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19) Vitamina C, 20) Vitamina E, 21)
Rendimiento efectivo in situ (Y(Il)), 22) Eficiencia fotosintética (a) 23) Rendimiento
cuantico méaximo (Fv/IFm), 24) Tasa de transporte de electrones maxima
(ETRmax), 25) Irradiancia de saturacion (EK) y 26) Irradiancia de fotoinhibicion
(Eopt). A= No hay variacion. *La correlacion es significante a p<0.05, ** La
correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacién es significante a p<0.001.

Anexo 6. Tabla XIV. Coeficientes de correlaciéon de Pearson (R?) entre las
variables analizadas en Phormidium persicinum en el tratamiento +N+PAR. 1)
concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS), 2) actividad
de superoxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de
peroxidasas totales (POX), 5) Compuestos fenolicos totales, 6) Clorofila a, 7)
Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina, 11) Capacidad
antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados,



16) AG monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19)
Vitamina C, 20) Rendimiento efectivo in situ (Y(Il)), 21) Eficiencia fotosintética (a)
22) Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 23) Tasa de transporte de electrones
maxima (ETRmax), 24) Irradiancia de saturacion (Ek) y 25) Irradiancia de
fotoinhibicion (Eopt). A= No hay variacion. *La correlacion es significante a p<0.05,
** La correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion es significante a
p<0.001.

Anexo 7. Tabla XV. Coeficientes de correlacién de Pearson (R?) entre las
variables analizadas en Phormidium persicinum en el tratamiento -N+PAR. 1)
concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS), 2) actividad
de superoxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de
peroxidasas totales (POX), 5) Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7)
Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina, 11) Capacidad
antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados,
16) AG monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19)
Vitamina C, 20) Rendimiento efectivo in situ (Y(Il)), 21) Eficiencia fotosintética (a)
22) Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 23) Tasa de transporte de electrones
méaxima (ETRmax), 24) Irradiancia de saturacion (Ek) y 25) Irradiancia de
fotoinhibicion (Eopt). A= No hay variacion. *La correlacion es significante a p<0.05,
** La correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion es significante a
p<0.001.

Anexo 8. Tabla XVI. Coeficientes de correlaciéon de Pearson (R?) entre las
variables analizadas en Phormidium persicinum en el tratamiento +N+PAR+UVR.
1) concentraciébn de sustancias reactivas al &cido tiobarbitirico (TBARS), 2)
actividad de superoxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4)
actividad de peroxidasas totales (POX), 5) Compuestos fendlicos totales, 6)
Clorofila a, 7) Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina, 11)
Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG
saturados, 16) AG monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG
poliinsaturados, 19) Rendimiento efectivo in situ (Y(I)), 20) Eficiencia fotosintética
(a) 21) Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 22) Tasa de transporte de
electrones maxima (ETRmax), 23) Irradiancia de saturacion (EK) y 24) Irradiancia
de fotoinhibicion (Eopt). A= No hay variacién. *La correlacion es significante a
p<0.05, ** La correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion es significante
a p<0.001.

Anexo 9. Tabla XVII. Coeficientes de correlacion de Pearson (R?) entre las
variables analizadas en Phormidium persicinum en el tratamiento -N+PAR+UVR.



1) concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS), 2)
actividad de superoxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4)
actividad de peroxidasas totales (POX), 5) Compuestos fendlicos totales, 6)
Clorofila a, 7) Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina, 11)
Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG
saturados, 16) AG monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG
poliinsaturados, 19) Rendimiento efectivo in situ (Y(I)), 20) Eficiencia fotosintética
(a) 21) Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 22) Tasa de transporte de
electrones maxima (ETRmax), 23) Irradiancia de saturacion (Ek) y 24) Irradiancia
de fotoinhibicion (Eopt). A= No hay variacién. *La correlacion es significante a
p<0.05, ** La correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion es significante
a p<0.001.

Anexo 10. Tabla XVIIl. Resumen de las correlaciones significativas entre variables
en Phormidium persicinum en los tratamientos probados ) +N+PAR, 1) —-N+PAR,
[)+N+PAR+UVR y IV)-N+PAR+UVR. 1) concentracion de sustancias reactivas al
acido tiobarbitarico (TBARS), 2) actividad de superoxido dismutasa (SOD), 3)
actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de peroxidasas totales (POX), 5)
Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7) Carotenoides, 8) Ficocianina, 9)
Aloficocianina, 10) Ficoeritrina, 11) Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas,
13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados, 16) AG monoinsaturados, 17)
AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19) Vitamina C, 20) Rendimiento
efectivo in situ (Y(Il)), 21) Eficiencia fotosintética (a) 22) Rendimiento cuantico
maximo (Fv/Fm), 23) Tasa de transporte de electrones maxima (ETRmax), 24)
Irradiancia de saturacion (EK) y 25) Irradiancia de fotoinhibicién (Eopt). A= No hay
variacion. *La correlacion es significante a p<0.05, ** La correlacién es significante
a p<0.01, *** La correlacion es significante a p<0.001.

Anexo 11. Espectros de las lamparas utilizadas (280-750 nm). Radiacion espectral
recibida por los organismos en cada uno de los tratamientos, PAR y PAR+UV. La
linea negra representa el espectro de la lampara de emite radiacion PAR, mientras
que la linea punteada representa el espectro conjunto de la lampara de radiacién
PAR sumado al de la lampara de UVR.

Anexo 12. Curvas de atenuacion de la irradiancia. Irradiancia PAR expresada en
umol m? s (linea azul) y UV en la banda de UVA (315-400 nm) y UVB (280-315
nm) expresada en W m? (linea roja y verde respectivamente) en funcién de la
distancia a la fuente de luz (m). Con base a las ecuaciones extraidas a partir de
esta grafica (R?=0,99) se establecié una distancia los biorreactores a las lamparas
de irradiancia PAR y UV.



Tabla IX. Coeficientes de correlaciéon de Pearson (R?) entre las variables analizadas en Spirulina (Arthrospira)
maxima en el tratamiento +N+PAR. 1) concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), 2)
actividad de superéxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de peroxidasas totales (POX),
5) Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7) Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina,
11) Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados, 16) AG
monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19) Vitamina C, 20) Vitamina E, 21) Rendimiento
efectivo in situ (Y(Il)), 22) Eficiencia fotosintética (a) 23) Rendimiento cuéntico maximo (Fv/Fm), 24) Tasa de
transporte de electrones maxima (ETRmax), 25) Irradiancia de saturacién (Ek) y 26) Irradiancia de fotoinhibicion
(Eopt). A= No hay variacion. *La correlacidn es significante a p<0.05, ** La correlacion es significante a p<0.01, ***
La correlacion es significante a p<0.001.

Variables 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Radical 0.93* | 0.59 | 0.18 0.50 0.21 0.15 0.38 | 0.37 0.50 0.15 | 0.96 | 0.59 0.64
superoxido
TBARS 0.61 | 0.10 0.59 0.11 0.03 0.06 0.2 0.31 0.06 | 0.98 | 0.30 0.35
SOD 0.28 0.97 0.41 0.42 0.19 | 0.27 0.20 0.27 0.85 | 0.40 0.46
CAT 0.37 0.46 0.73 0.53 | 0.62 | 0.85* 0.43 | 0.91 | 0.38 0.03
POX A 0.91 0.51 | 0.08 0.56 0.94 | 0.72 | 0.15 0.43
Compuestos
fendlicos totales 0.33 0.28 | 0.14 0.36 0.49 A 0.61 0.30
Clorofila a 0.01 | 0.05 0.43 0.84* | 0.93 | 0.21 0.56
Carotenoides 0.71 0.83* 0.03 0.96 | 0.80 0.72
Ficocianina 0.76 0.33 0.75 | 0.46 0.42
Aloficocianina 0.26 0.97 | 0.64 0.42
Ficoeritrina 0.45 | 0.16 0.45
Capacidad
antioxidante 0.57 0.31
total
Proteinas 0.90*




Tabla IX. Continuacion

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Radical
superoéxido 0.01 0.25 0.38 0.55 0.04 0.78 0.26 0.6 0.99 | 0.83 0.85 0.81 0.79

TBARS 0.16 | 0.002 0.08 0.29 0.38 0.7 0.37 | 051 | 0.99* | 0.76 | 0.91 0.74 | 0.85
SOD 0.58 0.02 0.05 0.05 0.06 0.07 0.88 | 0.17 | 0.77 | 0.16 | 0.96 0.12 0.99
CAT 0.81* 0.6 0.64 0.69 0.24 0.86 0.12 | 0.71 | 0.96 | 0.90 | 0.77 0.88 0.69
POX 0.25 0.4 0.009 0.16 0.857 0.14 0.96 | 0.38 | 0.62 | 0.06 | 0.88 0.10 | 0.93

Compuestos
fendlicos 0.03 0.3 0.55 0.43 0.385 A
totales
Clorofila a 0.4 0.07 0.02 0.07 0.28 0.26 0.78 | 0.02 | 0.88 | 0.34 | 0.990 | 0.31 | 0.99*

Carotenoides 0.7 0.71 0.89* 0.90* 0.75 0.76 0.28 | 059 | 099 | 0.82 | 0.86 | 0.80 | 0.79

Ficocianina 0.86* | 0.79 0.66 0.79 0.38 0.97 0.16 | 0.88 | 0.84 | 0.99 | 0.55 | 0.98 | 0.450

Aloficocianina | 0.79 0.64 0.8 0.89* 0.38 0.73 0.33 | 0.54 | 0.99* | 0.79 | 0.89 0.77 0.82

Ficoeritrina 0.04 | 0.35 0.05 0.08 0.23 0.46 | 0.99* | 0.66 [ 0.33 | 0.38 | 0.68 0.42 0.75

Capacidad
antioxidante 0.85 | 0.34 0.68 0.8 0.26 0.57 052 | 0.36 | 099 | 0.65 | 0.96 | 0.62 | 0.92
total

Proteinas 0.34 | 0.74 0.91* 0.88* 0.74 0.99** | 0.4 097 [ 0.68 [ 0.99 | 0.33 | 0.99* | 0.22




Tabla IX. Continuacion

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Carbohidratos 0.14 | 0.61 0.73 0.72 0.68 0.95 0.60 0.99* | 0.44 0.93 0.05 0.94 0.07
Lipidos 0.73 0.67 0.71 0.47 0.92 | 0.004 0.79 0.92 0.95 0.68 0.94 0.59
AG saturados 0.88* 0.86* 0.75 0.96 0.62 0.99* | 0.47 0.94 0.08 0.95 0.03

AG

monoinsaturados 0.96** | 0.81* | 0.99 0.30 0.93 0.78 | 0.99* 0.47 0.99 0.36
AG biinsaturados 0.66 0.95 0.09 0.85 0.88 0.97 0.61 0.97 0.52
AG poliinsaturados 0.63 0.96 0.80 | 0.13 | 0.56 0.51 0.60 0.61
Vitamina C 0.40 0.97 0.69 0.99 0.34 0.99* 0.23
Vitamina E 0.60 0.40 0.31 0.73 0.35 0.80
Y(II) 0.49 0.95 0.11 0.96 0.01
o 0.75 0.92 0.72 0.87
Fv/Fm 0.40 0.99* 0.31
ETRmax 0.39 0.99
Ek 0.28




Tabla X. Coeficientes de correlacién de Pearson (R?) entre las variables analizadas en Spirulina (Arthrospira)
maxima en el tratamiento -N+PAR. 1) concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS), 2)
actividad de superéxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de peroxidasas totales (POX),
5) Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7) Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina,
11) Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados, 16) AG
monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19) Vitamina C, 20) Vitamina E, 21) Rendimiento
efectivo in situ (Y(Il)), 22) Eficiencia fotosintética (a) 23) Rendimiento cuéntico maximo (Fv/Fm), 24) Tasa de
transporte de electrones maxima (ETRmax), 25) Irradiancia de saturacién (Ek) y 26) Irradiancia de fotoinhibicion
(Eopt). A= No hay variacion. *La correlacidn es significante a p<0.05, ** La correlacion es significante a p<0.01, ***
La correlacion es significante a p<0.001.

Variables 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Radical 0.18 | 0.37 | 0.68 | 0.86 | 0.79 | 0.26 | 0.22 | 0.03 | 0.26 0.95** 0.006 0.043 0.39
superoxido
TBARS 0.13 | 050 | 0.99 | 0.16 | 0.52 | 0.73 | 0.02 | 0.07 0.13 0.63 0.84 0.50
SOD 054 | 0.05 | 0.05 | 0.29 | 0.53 | 0.23 | 0.28 0.22 0.83 0.38 0.46
CAT 0.68 | 0.57 | 0.04 | 0.48 | 0.62 | 0.45 0.44 0.28 0.21 0.24
POX A 0.89 | 0.81 | 0.75 | 0.68 0.97 0.51 0.91 0.90
Compuestos
fendlicos 0.27 | 0.27 | 0.26 | 0.04 0.70 A 0.30 0.24
totales
Clorofila a 0.72 | 0.73 | 0.60 0.38 0.07 0.73 0.77
Carotenoides 0.07 | 0.04 0.13 0.09 0.47 0.73
Ficocianina 0.83* 0.23 0.95 0.66 0.29
Aloficocianina 0.54 0.98 0.65 0.48
Ficoeritrina 0.31 0.21 0.46
Capacidad 0.82 0.09
antioxidante
total
Proteinas 0.51




Tabla X. Continuacién

Varibles 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Radical 0.19 | 0.09 | 0.08 0.12 [ 0.02 | 0.90 | 0.65 | 0.46 | 0.92 | 0.79 0.09 | 0.68 | 0.09
superéxido
TBARS 055 | 056 | 0.37 0.01 [ 0.32 | 0.44 | 098 (091 | 0.48 | 0.23 0.69 |[0.07| 0.70
SOD 0.39 | 050 | 041 0.58 [ 0.49 | 0.85 | 0.27 [ 0.49 | 0.83 | 0.95 0.79 [0.99| 0.78
CAT 0.19 | 0.71| 0.53 052 [ 0.60 | 0.99 | 0.41(0.18 | 0.99 | 0.93 0.20 [ 0.86| 0.20
POX 0.79 | 0.62| 0.38 0.23 [ 0.30 | 0.56 | 0.95 | 0.85 | 0.60 | 0.37 0.58 |[0.22 | 0.58
Compuestos
fenolicos 0.17 |0.08| 0.19 0.15 | 0.08 A
totales

Clorofila a 047 |10.17| 0.33 0.39 [ 0.33 | 0.88 | 0.70 [ 0.51 | 0.90 | 0.75 0.15 [ 0.64 | 0.15

Carotenoides 0.19 | 052 | 0.32 0.26 | 0.31 | 0.94 | 058 (0.37 | 0.96 | 0.85 0.01 | 0.75 | 0.004

Ficocianina 046 |0.78 | 0.81 | 0.83* | 0.83* | 0.12 | 0.92 [ 0.99 | 0.07 | 0.33 0.97 |[0.48 | 0.97

Aloficocianina [ 0.78 | 0.63 | 0.63 0.78 | 0.62 | 0.22 1 0.88 [ 0.97 | 0.17 | 0.43 0.99 | 0.57 | 0.99

Ficoeritrina 0.40 |0.14| 0.29 0.36 | 0.18 | 0.73 | 0.85 | 0.70 | 0.77 | 0.57 0.38 | 0.43 | 0.39

Capacidad
antioxidante 093 |0.36 | 0.59 095 | 067 | 042 | 0.76 (0.89 | 0.38 | 0.61 0.99 |[0.73| 0.99
total

Proteinas 0.79 |0.24| 0.36 0.60 | 042 | 0.17 | 0.99 [ 0.99 | 0.22 | 0.05 0.86 | 0.21 | 0.87




Tabla X. Continuacién

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Carbohidratos 0.62 | 0.32 0.22 0.06 0.24 0.87 0.71 0.53 0.89 0.74 0.17 | 0.62 0.18
Lipidos 0.13 0.14 0.45 0.17 0.06 0.95 0.99 0.01 0.27 0.96 | 0.42 0.96
AG saturados 0.95** | 0.89** 0.95** 0.99* | 0.33 0.10 0.99* 0.96 0.29 | 0.90 0.28
AG
monoinsaturados 0.93** [ 0.99*** 0.98 0.07 0.16 0.97 0.99* 0.53 | 0.98 0.52
AG biinsaturados 0.94** 0.67 0.53 0.72 0.64 0.82 0.93 | 0.90 0.92
AG poliinsaturados 0.96 0.03 0.26 0.94 0.99* 0.61 | 0.99 0.60
Vitamina C 0.27 0.03 0.99* 0.98 0.35 | 0.93 0.34
Vitamina E 0.97 0.32 0.05 0.81 | 0.11 0.81
Y(II) 0.08 0.18 092 | 0.34 0.93
a 0.96 0.30 | 0.91 0.29
Fv/Fm 0.55 | 0.99 0.54
ETRmax 0.67 | 0.99*
Ek 0.66




Tabla XI. Coeficientes de correlacién de Pearson (R?) entre las variables analizadas en Spirulina (Arthrospira)
maxima en el tratamiento +N+PAR+UVR. 1) concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS),
2) actividad de superoxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de peroxidasas totales
(POX), 5) Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7) Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10)
Ficoeritrina, 11) Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados, 16)
AG monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19) Rendimiento efectivo in situ (Y(Il)), 20)
Eficiencia fotosintética (a) 21) Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 22) Tasa de transporte de electrones maxima
(ETRmax), 23) Irradiancia de saturacion (Ek) y 24) Irradiancia de fotoinhibicion (Eopt). A= No hay variacion. *La
correlacion es significante a p<0.05, ** La correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion es significante a
p<0.001.

Variables 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Radical 0.05 | 0.11 | 0.40 | 0.63 | 0.53 | 0.99** 0.18 0.61 0.57 0.51 0.99 0.98 0.97
superoéxido
TBARS 0.99* | 0.89 | 0.74 | 0.82 0.05 0.97 0.76 | 0.79 0.83 0.16 0.24 0.18
SOD 0.86 | 0.70 | 0.78 0.11 0.95 0.72 0.75 0.79 0.22 0.30 0.12
CAT 0.96 | 0.98 0.41 0.97 0.97 0.98 0.99 0.30 0.22 0.60
POX 0.99 0.64 0.88 0.99* | 0.99 0.98 0.55 0.48 0.79
Compuestos
fendlicos totales 0.53 0.93 0.99 | 0.99* | 0.99* 0.44 0.36 0.71
Clorofila a 0.19 0.61 0.57 0.52 0.99 0.98 0.97
Carotenoides 0.89 0.91 0.94 0.08 0.01 0.40
Ficocianina 0.99* | 0.99 0.52 0.44 0.77
Aloficocianina 0.99* 0.48 0.40 0.74
Ficoeritrina 0.42 0.34 0.70
Capacidad
antioxidante 0.99 0.94
total
Proteinas 0.91




Tabla Xl. Continuacion

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Radical 0.45 0.47 0.58 0.36 0.88 0.39 0.99* 0.99 0.85 0.91 0.45
superoxido
TBARS 0.92 0.86 0.79 0.91 0.42 0.89 0.12 0.21 0.47 0.38 0.92
SOD 0.94 0.82 0.75 0.89 0.37 0.87 0.18 0.26 0.42 0.32 0.94
CAT 0.64 0.99* 0.98 0.99* 0.79 0.99** 0.34 0.26 0.82 0.75 0.64
POX 0.40 0.98 0.99* 0.95 0.92 0.96 0.58 0.51 0.94 0.90 0.41
Compuestos
fendlicos 0.52 0.99* 0.99* 0.98 0.87 0.99 0.47 0.39 0.89 0.84 0.52
totales
Clorofila a 0.45 0.48 0.58 0.36 0.89 0.39 0.99* 0.99 0.86 0.91 0.44
Carotenoides 0.79 0.95 0.91 0.98 0.62 0.98 0.11 0.03 0.67 0.58 0.80
Ficocianina 0.44 0.99 0.99* 0.96 0.91 0.97 0.55 0.48 0.93 0.89 0.44
Aloficocianina 0.48 0.99 0.99** 0.97 0.89 0.98 0.51 0.44 0.91 0.86 0.48
Ficoeritrina 0.53 0.99* 0.99* 0.98 0.86 0.98 0.45 0.38 0.89 0.83 0.54
Capacidad
antioxidante 0.54 0.37 0.48 0.25 0.83 0.29 0.99* 0.99* 0.79 0.85 0.54
total
Proteinas 0.61 0.30 0.41 0.17 0.78 0.21 0.99 0.99* 0.74 0.81 0.61




Tabla XI.

Continuacion

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Carbohidratos 0.24 | 066 | 0.75 | 0.56 | 0.97 | 0.59 0.96 0.93 0.95 0.98 0.23
Lipidos 0.57 | 0.47 | 0.67 | 0.02 | 0.65 0.51 0.58 0.08 0.03 0.99**

AG saturados 0.99 | 0.99 | 0.83 | 0.99 0.41 0.33 0.86 0.80 0.58
AG 0.97 | 0.89 | 0.98 0.52 0.44 0.92 0.87 0.47

monoinsaturados

AG biinsaturados 0.75 | 0.99* 0.29 0.21 0.79 0.72 0.68
AG poliinsaturados 0.78 0.85 0.80 0.99* 0.99* 0.03
Y(II) 0.32 0.24 0.81 0.74 0.65

o 0.99 0.82 0.87 0.51

Fv/Fm 0.77 0.83 0.58
ETRmax 0.99 0.08

Ek 0.02




Tabla XIl. Coeficientes de correlacién de Pearson (R?) entre las variables analizadas en Spirulina (Arthrospira)
maxima en el tratamiento -N+PAR+UVR. 1) concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS),
2) actividad de superoxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de peroxidasas totales
(POX), 5) Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7) Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10)
Ficoeritrina, 11) Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados, 16)
AG monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19) Rendimiento efectivo in situ (Y(II)), 20)
Eficiencia fotosintética (a) 21) Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 22) Tasa de transporte de electrones maxima
(ETRmax), 23) Irradiancia de saturacion (Ek) y 24) Irradiancia de fotoinhibicion (Eopt). A= No hay variacion. *La
correlacion es significante a p<0.05, ** La correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion es significante a
p<0.001.

Variables 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Radical 054|008 | 0.11 [ 0.71 | 087 | 0.22 | 0.44 | 0.75 | 0.81 | 0.91 0.09 0.46 0.171
superoxido
TBARS 0.88 | 0.89 | 097 | 0.06 | 0.69 | 0.50 | 0.95 | 0.92 | 0.83 0.887 0.99 0.92
SOD 0.99* | 0.75 1 041 | 095 | 0.85 | 0.71 | 0.63 | 0.48 | 0.99** 0.92 0.99
CAT 0.77 [ 0.38 | 094 | 0.83 | 0.73 | 0.66 | 0.51 0.99* 0.93 0.99*
POX 0.29 | 0.51 | 0.29 | 0.99* | 0.98 | 0.94 0.75 0.94 0.80
Compuestos
fenélicos totales 0.67 | 0.82 0.34 0.43 0.59 0.40 0.02 0.33
Clorofila a 0.97 0.46 0.37 0.19 0.94 0.75 0.92
Carotenoides 0.24 0.14 0.04 0.84 0.58 0.80
Ficocianina 0.99 | 0.95 0.719 0.92 0.77
Aloficocianina 0.98 0.648 0.88 0.70
Ficoeritrina 0.494 0.78 0.55
Capacidad
antioxidante 0.92 0.99*
total
Proteinas 0.95




Tabla XIl. Continuacion

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Radical 0.50 0.69 0.35 0.38 0.074 0.48 0.76 0.70 0.21 0.188 | 0.201
superéxido
TBARS 0.99* 0.22 0.97 0.98 0.87 0.46 0.12 0.21 0.93 0.72 0.93
SOD 0.90 0.66 0.95 0.95 0.99** 0.82 0.57 0.64 0.99 0.96 0.99
CAT 0.91 0.63 0.96 0.96 0.99* 0.81 0.55 0.62 0.99 0.95 0.99
POX 0.96 0.0005 0.9 0.91 0.74 0.25 0.10 0.01 0.83 0.54 0.82
Compuestos
fenolicos 0.01 0.95 0.14 0.11 0.42 0.85 0.98 0.96 0.28 0.64 0.30
totales
Clorofila a 0.72 0.85 0.82 0.80 0.95 0.96 0.80 0.84 0.90 0.99* 0.90

Carotenoides 0.54 0.95 0.67 0.65 0.85 0.99* 0.91 0.94 0.77 0.96 0.78

Ficocianina 0.94 0.05 0.87 0.89 0.70 0.19 0.16 0.07 0.79 0.49 0.79

Aloficocianina 0.70 0.15 0.829 0.84 0.63 0.10 0.25 0.17 0.73 0.40 0.72

Ficoeritrina 0.81 0.33 0.70 0.73 0.47 0.08 0.43 0.35 0.59 0.23 0.58

Capacidad
antioxidante 0.90 0.65 0.96 0.95 0.99* 0.82 0.56 0.63 0.9 0.95 0.99
total

Proteinas 0.99* 0.31 0.99 0.99 0.91 0.54 0.21 0.30 0.96 0.78 0.96




Tabla XIl. Continuacion

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Carbohidratos 0.938 0.59 0.98 0.97 0.99 0.77 0.50 0.57 0.99* 0.93 0.99*

Lipidos 0.274 0.98 0.99 0.90 0.51 0.17 0.25 0.95 0.75 0.94

AG saturados 0.42 0.39 0.66 0.96 0.99 0.99* 0.55 0.83 0.56

AG 0.99* 0.95 0.63 0.32 0.40 0.98 0.84 0.98

monoinsaturados

AG biinsaturados 0.94 0.61 0.29 0.37 0.98 0.83 0.98

AG poliinsaturados 0.83 0.58 0.65 0.99 0.96 0.99

Y(II) 0.93 0.96 0.74 0.94 0.75

o 0.99 0.46 0.77 0.47

Fv/Fm 0.54 0.82 0.54
ETRmax 0.91 0.999**

Ek 0.92




Tabla Xlll. Resumen de las correlaciones significativas entre variables en Spirulina (Arthrospira) maxima en los
tratamientos probados 1) +N+PAR, II) —N+PAR, Il)+N+PAR+UVR y IV)-N+PAR+UVR. 1) concentracion de
sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), 2) actividad de superdxido dismutasa (SOD), 3) actividad de
catalasa (CAT), 4) actividad de peroxidasas totales (POX), 5) Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7)
Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina, 11) Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas, 13)
Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados, 16) AG monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG
poliinsaturados, 19) Vitamina C, 20) Vitamina E, 21) Rendimiento efectivo in situ (Y(Il)), 22) Eficiencia fotosintética
(a) 23) Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 24) Tasa de transporte de electrones maxima (ETRmax), 25)
Irradiancia de saturacién (EK) y 26) Irradiancia de fotoinhibicion (Eopt). A= No hay variacién. *La correlacion es
significante a p<0.05, ** La correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion es significante a p<0.001.

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

Radical
superoxido I - - - - Il - - - Il - = -
TBARS 1 - - - - - - - - - - -
SOD v - - - - - - - v - -
CAT - - - - - | - v - v
POX - - - Ny IV z - - - -
Compuestos
fendlicos - - - i i
totales
Clorofila a = = = 1l - - B
Carotenoides - [
Ficocianina Nyl - B - -
Aloficocianina M
Ficoeritrina - - -

Capacidad
antioxidante - v
total
Proteinas I




Tabla XlIl. Continuacién

Variables

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Radical
superoéxido

TBARS

SOD

CAT

POX

Compuestos
fenélicos
totales

Clorofila a

Carotenoides

Ficocianina

Aloficocianina

Ficoeritrina

Capacidad
antioxidante
total

Proteinas




Tabla XlIl. Continuacién

Variables

14

15

16

17

20

21

25

26

Carbohidratos

Lipidos

AG saturados

Tyl

Tyl

AG
monoinsaturados

Lyl

AG biinsaturados

AG poliinsaturados

Vitamina C

Vitamina E

Y(Il)

o

Fv/IFm

ETRmax

Ek




Tabla XIV. Coeficientes de correlacién de Pearson (R?) entre las variables analizadas en Phormidium persicinum en
el tratamiento +N+PAR. 1) concentracién de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS), 2) actividad de
superéxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de peroxidasas totales (POX), 5)
Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7) Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina, 11)
Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados, 16) AG
monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19) Vitamina C, 20) Rendimiento efectivo in situ
(Y(I)), 21) Eficiencia fotosintética (a) 22) Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 23) Tasa de transporte de
electrones maxima (ETRmax), 24) Irradiancia de saturacion (Ek) y 25) Irradiancia de fotoinhibicion (Eopt). A= No hay
variacion. *La correlacion es significante a p<0.05, ** La correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion es
significante a p<0.001.

Variables 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Radical 0.27 [ 0.58 | 0.57 | 0.51 | 0.72 | 0.51 0.73 0.68 | 0.54 | 0.77 0.78 0.75 0.65
superoéxido
TBARS 0.81]0.11 | 0.48 | 0.08 | 0.57 0.36 0.10 | 0.05 | 0.45 0.81 0.07 0.69
SOD 0.39 | 0.68 | 0.25 | 0.20 0.05 0.29 | 0.32 | 0.74 0.84 0.45 0.72
CAT 0.15] 0.80 | 0.47 0.18 0.44 | 0.04 | 0.66 0.69 0.93* 0.81
POX 0.12 | 0.33 0.25 0.74 | 0.85* | 0.83* 0.83 0.15 0.92
Compuestos
fendlicos 0.83* | 0.50 0.32 | 0.09 | 0.40 0.39 0.93** 0.55
totales
Clorofila a 0.70 0.31 | 0.02 | 0.05 0.70 0.67 0.82
Carotenoides 0.71 | 0.63 | 0.36 0.41 0.40 0.57
Ficocianina 0.85* | 0.81 0.29 0.49 0.47
Aloficocianina 0.64 0.66 0.06 0.79
Ficoeritrina 0.98 0.64 0.99**
Capacidad
antioxidante 0.35 0.98
total
Proteinas 0.52




Tabla XIV. Continuacién

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Radical
superoéxido 0.44 0.57 0.61 | 0.46 | 0.66 0.09 025 | 058 | 0.63 | 0.34 | 0.39 | 0.61
TBARS 0.919* 0.36 0.09 | 0.09 | 0.02 0.14 040 | 062 | 059 | 0.29 | 0.43 | 0.57
SOD 0.839* 0.18 0.39 | 0.23 | 0.37 0.19 0.17 | 066 | 0.56 | 0.25 | 0.47 | 0.53
CAT 0.02 0.35 0.20 | 0.17 | 0.06 | 0.99** | 0.05 | 0.86 | 0.71 | 0.90 | 0.95 | 0.73
POX 0.75 0.00 0.11 | 0.01 | 0.23 0.98 043 | 095 | 0.55 | 0.80 | 0.99 | 0.57
Compuestos
fendlicos 0.13 0.71 0.60 | 0.35 | 0.41 0.93 0.39 | 063 | 0.92 | 0.99* | 0.78 | 0.93
totales
Clorofila a 0.53 0.828* | 0.64 | 0.50 | 0.49 0.99* 0.19 | 0.87 | 0.70 | 0.90 | 0.96 | 0.72

Carotenoides 0.08 0.65 0.56 [ 0.55 | 0.68 0.94 0.03 [ 064 | 091 | 0.99 | 0.80 | 0.92

Ficocianina 0.21 0.40 0.40 | 0.10 | 0.31 0.89 0.52 | 055 | 0.95 [ 0.99* | 0.72 | 0.96

Aloficocianina 0.43 0.24 0.27 | 0.26 | 0.45 0.99* 051 ( 0.84 | 0.74 | 0.92 | 0.94 | 0.76

Ficoeritrina 0.61 0.21 0.23 | 0.03 | 0.22 0.81 0.21 | 099 | 0.16 | 0.48 | 0.95 | 0.19

Capacidad
antioxidante 0.99 0.53 0.75 | 0.88 | 0.94 0.69 0.02 | 096 | 0.02 | 0.32 | 0.88 | 0.01
total

Proteinas 0.04 0.63 052 | 0.19 | 0.29 0.92 0.18 | 059 | 0.93 | 0.99* | 0.76 | 0.94




Tabla XIV. Continuacién

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Carbohidratos 0.96 | 0.36 0.61 0.78 0.86 0.81 | 0.16 | 0.99 0.17 | 049 | 0.95 | 0.20
Lipidos 0.23 0.04 0.06 0.23 0.62 | 0.19 | 0.93 0.11 | 0.23 | 0.83 | 0.08
AG saturados 0.93* | 0.79 0.77 0.25 [ 0.05 | 0.28 0.86 |[0.64| 0.05 | 0.84
AG 0.91* | 0.91* | 0.04 | 0.22 | 0.54 0.67 [0.39| 0.34 | 0.65
monoinsaturados
AG biinsaturados 0.96** | 0.27 | 0.33 | 0.72 0.48 [0.16 | 0.55 | 0.46
AG 0.41 | 0.29 | 0.81 0.35 | 0.02 | 0.66 | 0.33
poliinsaturados
Vitamina C 0.71 | 0.86 0.71 | 091 095 | 0.73
Y(II) 0.25 | 0.99** | 0.94 | 0.46 | 0.99*
a 0.26 | 057 | 0.97 | 0.28
Fv/Fm 0.94 | 0.47 | 0.99*
ETRmax 0.74 | 0.95
Ek 0.49




Tabla XV. Coeficientes de correlacién de Pearson (R?) entre las variables analizadas en Phormidium persicinum en
el tratamiento -N+PAR. 1) concentracién de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), 2) actividad de
superéxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de peroxidasas totales (POX), 5)
Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7) Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina, 11)
Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados, 16) AG
monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19) Vitamina C, 20) Rendimiento efectivo in situ
(Y(I)), 21) Eficiencia fotosintética (a) 22) Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 23) Tasa de transporte de
electrones maxima (ETRmax), 24) Irradiancia de saturacion (Ek) y 25) Irradiancia de fotoinhibicion (Eopt). A= No hay
variacion. *La correlacion es significante a p<0.05, ** La correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion es
significante a p<0.001.

Variables 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Radical 0.36 | 0.95** | 0.59 | 0.84 | 0.57 | 0.63 0.25 0.58 | 0.28 | 0.06 | 0.23 0.07 0.99**
superoéxido
TBARS 0.26 0.42 | 0.09 | 0.37 | 0.24 0.27 0.15 | 0.33 | 055 | 0.91 | 0.869* 0.19
SOD 0.67 | 0.84 | 0.48 | 0.54 0.47 0.57 | 0.14 | 0.17 | 0.26 0.17 0.999*
CAT 0.81 | 0.52 | 0.83* 0.73 0.60 | 0.58 | 0.37 | 0.03 0.80 0.98
POX 0.68 | 0.52 | 0.99** | 0.42 | 0.15 | 0.21 | 0.35 0.49 0.99
Compuestos
fendlicos 0.66 0.39 0.36 | 0.57 | 0.23 | 0.13 0.04 0.93
totales
Clorofila a 0.29 0.52 | 0.80 | 0.08 | 0.45 0.60 0.77
Carotenoides 0.35 | 0.12 | 0.34 | 0.20 0.57 0.99*
Ficocianina 0.66 | 0.77 | 0.78 0.33 0.43
Aloficocianina 0.35 | 0.97 0.49 0.48
Ficoeritrina 0.77 0.46 0.44
Capacidad
antioxidante 0.16 0.23
total
Proteinas 0.92




Tabla XV. Continuacioén

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Radical 0.65 0.35 [ 0.24 | 0.39 | 0.51 | 0.11 0.46 | 033 | 093 | 099 | 0.63 | 0.56
superoéxido
TBARS 0.64 0.70 | 0.79 | 0.78 | 0.38 | 0.99 020 | 099 | 054 (031 0.89 | 0.70
SOD 0.57 0.40 | 0.28 | 0.43 | 0.50 | 0.08 056 | 029 092 | 099 | 0.60 | 0.59
CAT 0.03 | 091* | 0.70 | 0.14 | 0.12 | 0.31 | 0.882* | 0.50 | 0.98 | 0.99 | 0.77 | 0.39
POX 0.11 051 (021|036 | 025 | 001 | 092 (021 | 088 | 097 | 0.52 | 0.66
Compuestos
fendlicos 0.26 0.26 | 0.13 | 0.38 | 0.28 | 0.46 0.71 0.64 | 0.99* | 0.97 | 0.86 | 0.23
totales

Clorofila a 0.20 | 0.82* | 0.63 [ 0.28 | 0.03 | 0.72 0.67 0.85 | 0.95 0.84 | 0.98 | 0.10

Carotenoides | 0.19 052 | 024 | 023 | 0.16 | 0.15 | 0.88* | 0.36 0.94 1.00 | 0.65 | 0.53

Ficocianina 0.22 0.46 | 0.39 | 0.23 | 0.79 | 0.94 0.43 0.99 0.73 0.54 | 0.97 | 0.50

Aloficocianina | 0.31 063 | 047 | 0.28 | 0.22 | 0.82 0.46 0.68 0.12 0.37 | 0.39 | 0.99

Ficoeritrina 0.62 0.38 | 048 | 0.03 | 0.55 | 0.94 0.16 0.99 0.74 0.55 | 0.98 | 0.49

Capacidad
antioxidante 0.99 0.11 | 0.22 | 0.07 | 0.75 | 0.94 0.31 0.85 0.14 0.11 | 0.62 | 0.93
total

Proteinas 0.35 | 0.94* [ 0.89 [ 0.62 | 0.28 | 0.48 0.61 0.66 | 0.999* | 0.96 | 0.88 | 0.20




Tabla XV. Continuacién

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Carbohidratos 039 [ 094 ( 0.90 | 0.95 | 0.47 | 0.11 [ 0.99* | 0.32 | 0.93 | 0.99 | 0.62 | 0.56

Lipidos 0.13 | 0.13 | 0.28 | 0.05 | 0.87 | 0.02 | 0.75 | 0.02 | 0.27 | 0.48 | 0.98

AG saturados 0.90* | 0.53 | 0.15 | 044 | 0.68 | 0.62 | 0.99* | 0.98 | 0.85 | 0.25

AG 0.69 | 0.20 | 054 | 0.33 | 0.71 | 099 | 094 | 0.90 | 0.14
monoinsaturados

AG biinsaturados 0.72 | 041 | 0.12 | 0.59 | 0.99* | 0.98 | 0.83 | 0.29

AG 0.93 | 0.11 | 0.99 | 0.76 | 0.57 | 0.98 | 0.47

poliinsaturados

Vitamina C 0.03 | 098 | 0.47 | 0.23 | 0.85 | 0.76

Y(II) 0.25 | 090 | 098 | 0.56 | 0.62

o 0.65 | 0.43 | 0.94 | 0.60

Fv/Fm 0.97 | 0.87 | 0.22

ETRmax 0.71 0.46

Ek 0.30




Tabla XVI. Coeficientes de correlacién de Pearson (R?) entre las variables analizadas en Phormidium persicinum en
el tratamiento +N+PAR+UVR. 1) concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), 2) actividad
de superoxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de peroxidasas totales (POX), 5)
Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7) Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina, 11)
Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados, 16) AG
monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19) Rendimiento efectivo in situ (Y(II)), 20)
Eficiencia fotosintética (a) 21) Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 22) Tasa de transporte de electrones maxima
(ETRmax), 23) Irradiancia de saturacion (Ek) y 24) Irradiancia de fotoinhibicion (Eopt). A= No hay variacion. *La
correlacion es significante a p<0.05, ** La correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion es significante a
p<0.001.

Variables 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Radical 0.90 [ 0.97 | 0.99 | 0.04 | 0.50 | 0.99 | 0.47 | 0.99* | 0.99* | 0.73 0.99 0.69 | 0.79
superoéxido
TBARS 0.76 | 0.82 1 0.47 1083 | 0.83 | 0.81 | 091 | 0.91 | 0.96 0.82 0.30 | 0.44
SOD 0.99 1022|027 ] 099 | 0.23 | 0.96 | 0.96 | 0.54 0.99 0.85 | 0.92
CAT 0.13 1035 0.99*| 0.32 | 0.98 | 0.98 | 0.61 | 0.99*** | 0.80 | 0.88
POX 0.88 | 0.09 | 0.90 | 0.05 | 0.07 |0.71 0.12 0.70 | 0.58
Compuestos
fendlicos 0.38 | 0.99* | 0.52 | 0.53 | 0.96 0.35 0.28 | 0.13
totales
Clorofila a 0.35 | 0.99 | 0.99 | 0.64 0.99* 0.78 | 0.86
Carotenoides 0.48 0.50 | 0.94 0.32 0.32 | 0.17
Ficocianina 0.99* | 0.74 0.98 0.68 | 0.78
Aloficocianina 0.76 0.98 0.66 | 0.77
Ficoeritrina 0.61 0.01 | 0.16
Capacidad
antioxidante 0.80 | 0.88
total
Proteinas 0.99




Tabla XVI.

Continuacién

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Radical 084 | 063 | 090 | 0.84 | 0.21 | 092 | 0.98 | 0.93 | 0.98 | 0.98 0.82
superoxido
TBARS 099 | 023 | 062 | 0.99 | 0.24 | 065 | 0.79 | 0.99* | 0.79 | 0.80 0.49
SOD 068 [ 0.81 | 0.98 | 0.67 | 0.45 | 0.99 | 0.99* | 0.80 | 0.99* [ 0.99* | 0.94
CAT 074 ] 075 | 096 | 0.74 | 0.36 | 0.97 | 0.99* | 0.85 | 0.99* | 0.99* [ 0.90
POX 057 | 075 | 0.39 | 0.58 | 0.97 | 0.37 | 0.27 | 0.41 | 0.16 | 0.16 0.54
Compuestos
fenolicos 088 | 035 | 0.08 [ 0.89 | 0.74 | 0.11 | 0.31 | 0.79 | 0.32 | 0.32 0.08
totales
Clorofila a 0.76 | 0.73 | 095 | 0.76 | 0.33 | 0.96 [ 0.99 | 0.87 | 0.99* | 0.99* [ 0.89
Carotenoides | 0.87 | 0.39 | 0.04 | 0.87 | 0.77 | 0.07 | 0.28 | 0.77 | 0.28 | 0.29 0.12
Ficocianina 085 | 062 | 090 | 0.85 | 0.19 [ 091 | 098 | 0.93 | 0.98 | 0.98 0.81
Aloficocianina | 0.86 | 0.60 [ 0.89 | 0.86 | 0.17 | 0.90 | 0.97 | 0.94 | 0.97 | 0.97 0.80
Ficoeritrina 098 | 0.06 | 0.37 | 0.99 | 0.51 [ 0.40 | 0.58 | 0.94 | 0.58 | 0.59 0.22
Capacidad
antioxidante 074 ] 075 | 096 | 0.74 | 0.36 | 0.97 | 0.99* | 0.85 | 0.99* [ 0.99* [ 0.90
total
Proteinas 0.19 | 0.99* | 093 | 0.18 | 0.85 | 0.92 | 0.82 | 0.36 | 0.82 | 0.82 0.98




Tabla XVI. Continuacioén

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Carbohidratos 0.34 0.97 0.98 0.33 0.76 0.97 0.90 0.50 0.90 0.89 0.99*
Lipidos 0.12 0.53 | 0.99** | 0.35 0.56 0.71 0.98 0.72 0.72 0.39

AG saturados 0.90 0.11 0.89 0.89 0.78 0.29 0.78 0.77 0.96
AG 0.52 0.61 0.99* 0.97 0.67 0.97 0.97 0.99

monoinsaturados

AG biinsaturados 0.36 0.55 0.71 0.98 0.71 0.72 0.38
AG poliinsaturados 0.58 0.40 0.18 0.40 0.39 0.73
Y(II) 0.98 0.70 0.98 0.98 0.98

o 0.83 0.99** | 0.99** 0.92

Fv/Fm 0.83 0.83 0.54
ETRmax 0.99 0.92

Ek 0.92




Tabla XVII. Coeficientes de correlacién de Pearson (R?) entre las variables analizadas en Phormidium persicinum
en el tratamiento -N+PAR+UVR. 1) concentracién de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS), 2)
actividad de superéxido dismutasa (SOD), 3) actividad de catalasa (CAT), 4) actividad de peroxidasas totales (POX),
5) Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7) Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina,
11) Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas, 13) Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados, 16) AG
monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG poliinsaturados, 19) Rendimiento efectivo in situ (Y(II)), 20)
Eficiencia fotosintética (a) 21) Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 22) Tasa de transporte de electrones maxima
(ETRmax), 23) Irradiancia de saturacion (Ek) y 24) Irradiancia de fotoinhibicion (Eopt). A= No hay variacion. *La
correlacion es significante a p<0.05, ** La correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion es significante a
p<0.001.

Variables 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Radical 0.63 0.64 0.99 0.74 0.78 0.61 0.67 | 0.09 0.12 0.66 0.71 0.59 0.08
superoxido
TBARS 0.99** | 0.74 0.99 0.98 0.22 0.99* | 0.71 0.69 0.17 0.99 0.25 0.72
SOD 0.75 0.99 0.98 0.21 0.99* | 0.71 0.69 0.16 0.99 0.25 0.72
CAT 0.83 0.86 0.49 0.77 | 0.06 0.03 0.54 0.81 0.46 0.07
POX 0.99 0.08 0.99 | 0.61 0.58 0.03 0.99* 0.12 0.62
Compuestos
fenélicos 0.02 0.99 | 0.56 0.54 0.03 0.99 0.06 0.57
totales
Clorofila a 0.18 | 0.84 0.86 0.99* 0.12 0.99* 0.84
Carotenoides 0.68 0.66 0.12 0.99* 0.21 0.69
Ficocianina 0.99* 0.81 0.63 0.86 0.99**
Aloficocianina 0.83 0.61 0.87 0.99*
Ficoeritrina 0.06 0.99 0.80
Capacidad
antioxidante 0.15 0.64
total
Proteinas 0.85




Tabla XVII. Continuacion

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Radical 0.40 0.14 0.95 0.50 0.60 0.65 0.98 0.95 0.99 0.99* 0.98
superoéxido
TBARS 0.45 0.68 0.35 0.35 0.24 0.18 0.76 0.84 0.50 0.62 0.47
SOD 0.45 0.67 0.36 0.35 0.23 0.17 0.77 0.84 0.51 0.63 0.48
CAT 0.26 0.01 0.89 0.37 0.48 0.53 0.99* 0.99 0.95 0.99 0.94
POX 0.33 0.57 0.48 0.22 0.10 0.04 0.85 0.91 0.62 0.72 0.59
Compuestos
fendlicos 0.27 0.52 0.53 0.16 0.04 0.02 0.88 0.93 0.66 0.76 0.64
totales
Clorofila a 0.97 0.87 0.84 0.99 0.99* 0.99* 0.46 0.34 0.73 0.63 0.76
Carotenoides 0.41 0.64 0.39 0.31 0.19 0.13 0.79 0.86 0.54 0.66 0.51
Ficocianina 0.95 0.99 0.41 0.91 0.85 0.82 0.09 0.22 0.25 0.11 0.28
Aloficocianina | 0.96 0.99* 0.43 0.92 0.87 0.83 0.06 0.19 0.28 0.14 0.31
Ficoeritrina 0.95 0.84 0.87 0.98 0.99* 0.99** 0.51 0.39 0.77 0.67 0.79
Capacidad
antioxidante 0.36 0.60 0.45 0.25 0.13 0.07 0.83 0.89 0.59 0.70 0.56
total
Proteinas 0.98 0.88 0.82 0.99 0.999* 0.99 0.43 0.31 0.71 0.60 0.73




Tabla XVII. Continuacion

Variables 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Carbohidratos 0.945 | 0.998* | 0.397 | 0.903 | 0.844 0.809 | 0.101 | 0.229 0.238 0.096 0.271

Lipidos 0.963 0.675 | 0.993 0.973 0.957 0.228 | 0.101 0.542 0.416 0.57

AG saturados 0.454 | 0.928 0.876 0.844 0.039 | 0.168 0.298 0.158 0.33
AG 0.753 0.827 0.86 0.872 | 0.801 0.985 0.951 0.99

monoinsaturados

AG biinsaturados 0.992 0.983 0.335 | 0.211 0.632 0.514 0.658
AG poliinsaturados 0.998* | 0.447 | 0.327 0.721 0.614 0.744
Y(II) 0.501 | 0.385 0.762 0.662 0.784

o 0.991 0.941 0.98 0.929

Fv/Fm 0.89 0.946 0.874
ETRmax 0.989 0.999*

Ek 0.984




Tabla XVIII. Resumen de las correlaciones significativas entre variables en Phormidium persicinum en los
tratamientos probados 1) +N+PAR, II) —N+PAR, Il)+N+PAR+UVR y IV)-N+PAR+UVR. 1) concentracion de
sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), 2) actividad de superoxido dismutasa (SOD), 3) actividad de
catalasa (CAT), 4) actividad de peroxidasas totales (POX), 5) Compuestos fendlicos totales, 6) Clorofila a, 7)
Carotenoides, 8) Ficocianina, 9) Aloficocianina, 10) Ficoeritrina, 11) Capacidad antioxidante total, 12) Proteinas, 13)
Carbohidratos 14) Lipidos, 15) AG saturados, 16) AG monoinsaturados, 17) AG biinsaturados, 18) AG
poliinsaturados, 19) Vitamina C, 20) Rendimiento efectivo in situ (Y(Il)), 21) Eficiencia fotosintética (a) 22)
Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm), 23) Tasa de transporte de electrones maxima (ETRmax), 24) Irradiancia de
saturacion (EK) y 25) Irradiancia de fotoinhibiciéon (Eopt). A= No hay variacion. *La correlacion es significante a
p<0.05, ** La correlacion es significante a p<0.01, *** La correlacion es significante a p<0.001.

Variables 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Radical - Il - - - - - ] 11 - - - ]
superoéxido
TBARS v - - - - \% - - - - 1] -
SOD - - - - v - - - - - Il

CAT - - iy i - - - - 1 |
POX - - Il - | | \Y)
Compuestos
fendlicos I 1]
totales
Clorofila a - - - \Y) [ v

Carotenoides - - - v - Il

Ficocianina I, 1y IV - - - \%
Aloficocianina - - - v

Ficoeritrina - - |

Capacidad
antioxidante
total
Proteinas
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Tabla XVIII. Continuacién
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Espectros de las lamparas utilizadas (280-750
nm). Radiacién espectral recibida por los
organismos en cada uno de los tratamientos,
PAR y PAR+UV. La linea negra representa el
espectro de la lampara de emite radiacion
PAR, mientras que la linea punteada
representa el espectro conjunto de la lampara

de radiacion PAR sumado al de la lampara de
UVR.

Curvas de atenuacion de la irradiancia.
Irradiancia PAR expresada en pmol m? s*
(linea azul) y UV en la banda de UVA (315-
400 nm) y UVB (280-315 nm) expresada en W
m? (linea roja y verde respectivamente) en
funcién de la distancia a la fuente de luz (m).
Con base a las ecuaciones extraidas a partir
de esta grafica (R?=0,99) se establecié una
distancia los biorreactores a las lamparas de
irradiancia PAR y UV.



