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(A) Estructura molecular y (B) espectro de absorcion de la molécula de clorofila.
Figura extraida y modificada de Strasburger, 1994.

(A) Estructura molecular y (B) espectro de absorcion de lamolécula de carotenoide.
Figura extraida y modificada de Strasburger, 1994

(A) Estructura molecular y (B) espectro de absorcion de las moléculas de
ficobiliproteinas. Figura extraida y modificada de Strasburger, 1994

Muestra de Fitoplancton de la zona cercana a Puerto Montt indicando los
principales grupos taxonémicos dominantes.

Ejemplares de macroalgas utilizados en el estudio: A) Ulva sp. Y B) Gracilaria chilensis

Ubicacion geografica de los sitios de colecta de fitoplancton y macroalgas. A)
Cohiun (Puerto Montt), B) Playa Chica (Valdivia).

Esquema del sistema de incubacion termorregulado, donde se indica la disposicién

de los tratamientos (lamparas y fitros) utilizados para la exposicion de los discos
con macroalgas.

Espectrofotometro SCINCO UV/Visible utilizada para la mediciéon de las
absorbancias de pigmentos totales (clorofilas, carotenoides y ficobiliproteinas)
presentes en microalgas y fitoplancton analizadas. Este equipo emplea dos
fuentes diferentes de energia para cubrir el intervalo especificado de longitudes
de onda. Una lampara de arco Deuterio suministra la radiacion ultravioleta y una
de Tungsteno la radiacion visible.

Equipo cromatografico HPLC Hewlett Packard serie 1100 Agilent de fase reversa,
utilizando columna Alltech ODS-2 C18 (250 x 4.60 mm; tamafio de particula 5u).

Fluorimetro de amplitud modulada PAM 2000 (Walz, Alemania). Instrumento portatil,
permite medir la cinética de conversién de energia y parametros fotoquimicos en el
aparato fotosintético in vivo.

Figura 11. Cinética de emision de fluorescencia determinada con el fluorimetro PAM 2000 (Walz,

Figura 12.

Figura 13.

Effeltrich, Alemania). Las flechas negras indican el encendido de la luz de
medida. Las flechas negras quebradas indican los pulsos de saturacion. Con las
flechas rojas se indica el encendido y apagado de la luz actinica y con las lilas el
pulso del rojo lejano. Figura extraida de Figueroa & Gémez (2001).

Condiciones oceaonograficas de la zona de Coihuin (Puerto Montt). A) perfiles de
radiacién solar (UV-B, UV-A y PAR) en la columna de agua medidos con un
espectroradiometro acuatico Ramses a lo largo de un rango de 40 m; B) Perfiles de
Chl a, salinidad y temperatura determinados con un CTD en un rango de
profundidad de 20 m.

Concentraciones de la clorofila a y feopigmentos medidas en extractos fitoplancton,
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Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

determinada mediante el espectrofotometro UV/Visible SCINCO en muestras
obtenidas por botella Niskin. Profundidad: a) superficie (0-5 m), b) intermedio
(5-15 m). Las muestras fueron recolectadas durante las distintas estaciones del afio.
Los valores son promedio n=3 £ D.E.

Concentraciones de la clorofila y feopigmentos medidas en extractos de
fitoplancton determinadas mediante el espectrofotdmetro UV/Visible SCINCO en
muestras tomadas en trampas a 70 m de profundidad, siendo recolectadas
durante las distintas estaciones del afio. Los valores son promedio n=3 + D.E.

Concentraciones de clorofilas a, b, ¢ y carotenoides medidos en extractos de
fitoplancton determinadas mediante el espectrofotometro UV / Visible SCINCO
en, muestras obtenidas por la botella Nisksin. Profundidad: a) superficie (0-5 m),
b) intermedio (5-15 m). Las muestras fueron recolectadas durante las distintas
estaciones del ano. Los valores son promedio n=3 £ D.E

Concentraciones de clorofilas a, b, ¢ y carotenoides medidos en extractos de
fitoplancton determinadas mediante el espectrofotometro UV / Visible SCINCO en
muestras tomadas en trampas a 70 m de profundidad, siendo recolectadas
durante las distintas estaciones del afio. Los valores son promedio n=3 + D.E.

Cromatogramas de los estandares de los pigmentos fotosintéticos: A) B-caroteno B)
Clorofila a C) Clorofila b, correspondiente a la concentraciéon 50, 4, 2,5 ppm,
respectivamente,1 resuelto en HPLC fase reversa, inyectando 50 yL de muestra a un

flujo 2,0 mL/min , controlado por bomba peristéltica cuaternaria a una longitud de
450 nm con detector UV-visible, controlado por bomba peristaltica cuaternaria, a
temperatura ambiente y con gradiente de solventes acetonitrilo-metanol-buffer Tris
HCL 0,1 M pH 8,0 y metanol-acetato de etilo y corrida isocratica con la ultima
mezcla de solventes.

Curvas de calibracion de los estandares puros de: B-caroteno, clorofila a y b corridos
en HPLC de fase reversa.

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos medidas en extractos de fitoplancton
mediante HPLC (Hewlett Packard serie 1100 Agilent) fase reversa, en muestras
obtenidas por la botella Niskin. Profundidad en: a) superficie (0-5 m), b) intermedio
(5-15 m). Las muestras fueron recolectadas durante las distintas estaciones del
afo. Los valores son promedio n=3 + D.E.

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos medidas en extractos de fitoplancton
mediante HPLC (Hewlett Packard serie 1100 Agilent) fase reversa, en muestras
tomadas en trampas a una profundidad de 70 m. Las muestras fueron
recolectadas durante las distintas estaciones del ano. Los valores son promedio
n=3+D.E.

Cromatogramas de pigmentos fotosintéticos en extractos de fitoplancton, muestras
obtenidas mediante botella Niskin analizados segun profundidad y estacion del afio.
A) Primavera; B) Otofio. Resuelto por HPLC (Hewlett Packard serie 1100 Agilent)
fase reversa. Volumen de inyeccion de muestra 50 uyL a un flujo de

-1
2,0 mL/min , controlado por una bomba peristaltica cuaternaria, longitud de onda
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Figura 22:

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

de 450 nm con detector UV-visible, a temperatura ambiente.

Cromatogramas de pigmentos fotosintéticos en extractos de fitoplancton, muestras
obtenidas mediante trampas a 70 m de profundidad, A) Verano; B) Invierno.
Resuelto por HPLC (Hewlett Packard serie 1100 Agile1nt) fase reversa. Volumen de

inyeccion de muestra 50uL a un flujo de 2,0 mL/min , controlado por una bomba
peristaltica cuaternaria, longitud de onda de 450 nm con detector UV/visible, a
temperatura ambiente.

Concentraciones de clorofila “a” y feopigmentos medidas en extractos macroalga,
mediante el espectrofotometro UV/Visible SCINCO. Las determinaciones fueron
realizadas mediante exposiciéon a tratamientos de radiacién a distintos tiempo,
siendo: A) UV-B y PAR en Ulva sp., B) UV-B y PAR en Gracilaria chilensis. Las
muestras fueron recolectadas en el mes de Agosto. Los valores son promedio n=
3+D.E.

“a

Concentraciones de clorofila “a” y feopigmentos medidas en extractos macroalga,
mediante el espectrofotometro UV/Visible SCINCO. Las determinaciones fueron
realizadas mediante exposicién a tratamientos de radiaciéon a distintos tiempo,
siendo: A) UV-By PAR en Ulva sp., B) UV-B y PAR en Gracilaria chilensis. Las
muestras fueron recolectadas en el mes de Octubre. Los valores son promedio
n=3+D.E

Concentraciones de clorofila a, b y carotenoides medidas en extractos macroalga,
mediante el espectrofotdmetro UV/Visible SCINCO. Las determinaciones fueron
realizadas mediante exposicion a tratamientos de radiacién a distintos tiempo,
siendo: A) UV-B y PAR en Ulva sp., B) UV-B y PAR en Gracilaria chilensis. Las
muestras fueron recolectadas en el mes de Agosto. Los valores son promedio
n=3+D.E.

Concentraciones de clorofila a, b y carotenoides medidas en extractos macroalga,
mediante el espectrofotometro UV/Visible SCINCO. Las determinaciones fueron
realizadas mediante exposicién a tratamientos de radiacion a distintos tiempo,
siendo: A) UV-B y PAR en Ulva sp.,.B) UV-B y PAR en Gracilaria chilensis. Las
muestras fueron recolectadas en el mes de Octubre. Los valores son promedio n=
3+D.E

Concentracion de ficoeritrina (R-PE) en extractos de macroalga Gracilaria chilensis
obtenidas, mediante el espectrofotometro UV/Visible SCINCO. Las
determinaciones fueron realizadas mediante exposicion a tratamientos de
radiacion (UV-B y PAR) a distintos tiempos. A) experimento del mes de Agosto,
B) experimento del mes de Octubre. Los valores son promedio n=3 + D.E.

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos medidas en extractos de macroalga,
en 30 mg de muestra peso seco, segun los tratamientos de radiacion. En
analisis se realiz6 mediante HPLC (Hewlett Packard serie 1100 Agilent) fase
reversa. A) UV-B y PAR en Ulva sp., B) UV-B y PAR en Gracilaria chilensis. Las
muestras fueron recolectadas en el mes de Agosto. Los valores son promedio  n=
3+D.E

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos medidas en extractos de macroalga,
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en 30 mg de muestra peso seco, segun los tratamientos de radiacion. En
analisis se realizd6 mediante HPLC (Hewlett Packard serie 1100 Agilent) fase
reversa. A) UV-B y PAR en Ulva sp, B) UV-B y PAR en Gracilaria chilensis. Las
muestras fueron recolectadas en el mes de Octubre. Los valores son promedio n=
3+D.E.

Figura 30. Cromatogramas de los pigmentos fotosintéticos en extractos de macroalga A)  Ulva

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

sp. B) Gracilaria chilensis recolectadas en el mes de Agosto. Resuelto por HPLC
(Hewlett Packard serie 1100 Agilent) fa§e Reversa. Volumen de inyeccion de

muestra 50 pyL a un flujo de 2,0 mL/ min , controlado por una bomba peristaltica
cuaternaria, longitud de onda de 450 nm con detector UV-visible, a temperatura
ambiente.

Cromatogramas de los pigmentos fotosintéticos en extractos de macroalga A)  Ulva

sp. B) Gracilaria chilensis, recolectadas en el mes de Octubre. Resuelto por HPLC
(Hewlett Packard serie 1100 Agilent) fa§e Reversa. Volumen de inyecciéon de

muestra 50 pL a un flujo de 2,0 mL/ min , controlado por una bomba peristaltica
cuaternaria, longitud de onda de 450 nm con detector UV-visible, a temperatura
ambiente.

Parametros de fluorescencia (Fv/Fm: rendimiento cuantico maximo) medidos en
extractos de macroalga A) Ulva sp. y B) Gracilaria chilensis, mediante el
fluorimetro de amplitud modulada PAM 2000. Las determinaciones fueron
realizadas a través de exposicidén a radiacién a distintos tiempos. Las muestras
fuero recolectadas en el mes de Agosto. Los valores son promedio n= 3 + D.E.

Parametros de fluorescencia (Fv/Fm: rendimiento cuantico maximo) medidos en
extractos de macroalga A) Ulva sp. y B) Gracilaria chilensis, mediante el fluorimetro
de amplitud modulada PAM 2000. Las determinaciones fueron realizadas a
través de exposicion a radiacion a distintos tiempos. Las muestras fueron
recolectadas en el mes de Octubre. Los valores son promedio n= 3 + D.E.

Parametros de fluorescencia ETR (Tasa de transporte de electrones) medidos en
extractos de macroalga, mediante el fluorimetro de amplitud modulada PAM
2000. Las determinaciones fueron realizadas mediante exposicién a radiacién a
distintos tiempos, siendo A) Ulva sp. tratada con UV-B y PAR B) Gracilaria
chilensis tratada con UV-B y PAR. Las muestras fueron recolectadas en el mes de
Agosto. Los valores son promedio n= 3.

Parametros de fluorescencia ETR (Tasa de transporte de electrones) medidos en
extractos de macroalga, mediante el fluorimetro de amplitud modulada PAM
2000. Las determinaciones fueron realizadas mediante exposicion a radiacion a
distintos tiempos, siendo A) Ulva sp tratadas con UV-B y PAR B) Gracilaria
chilensis tratadas con UV-B y PAR. Las muestras fueron recolectadas en el mes de
Octubre. Los valores son promedio n= 3.
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Tabla 6.
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3
Concentraciones de clorofila (Chl a) y feopigmentos (Pheo) (mg/m ) en extractos
fitoplancton, obtenidos por botella Niskin. Estas fueron determinadas segun el
método de Lorenzen (1967) por medio de espectrofotometria UV/Visible a 665
y 750 nm en los diferentes tiempos de exposicién a los tratamientos de radiacion.
Los valores son promedio n= 3 + D.E. Se indican los resultados de un andlisis de
ANOVA de una via para diferencias entre estaciones del afio. Letras similares
indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

3

Concentraciones de clorofila (Chl a) y feopigmentos (Pheo)(mg/m ) en extractos
fitoplancton, obtenidos por trampa. Estas fueron determinadas segun el método
de Lorenzen (1967) por medio de espectrofotometria UV/Visible a 665y 750 nm en
los diferentes tiempos de exposicién a los tratamientos de radiacion. Los valores
son promedio n=3 + D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de
una via para diferencias entre estaciones del afio. Letras similares
indicandiferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

3

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/m ) en extractos de fitoplancton,
obtenidos por botella Niskin. Estas fueron determinadas segun el método Strickland
& Parson (1972) por medio de espectrofotometria UV/Visible a 480, 510, 630, 647
y 664 nm en los diferentes tiempos de exposicion a los tratamientos de radiacion.
Los valores son promedio n= 3 £ D.E. Se indican los resultados de un analisis de
ANOVA de una via para diferencias entre estaciones del afio. Letras similares
indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de TukeyHSD.

3

Concentraciones pigmentos fotosintéticos (mg/m ) en extractos de fitoplancton,
obtenidos por trampas. Estas fueron determinadas segun el método de Strickland &
Parson (1972) por medio de espectrofotometria UV/Visible a 480, 510, 630, 647 y
664 nm en los diferentes tiempos de exposicion a los tratamientos de radiacion. Los
valores son promedio n= 3 + D.E. Se indican los resultados de un analisis de
ANOVA de una via para diferencias entre estaciones del afo. Letras similares
indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Tiempos de retencién (min) de estandares de pigmentos fotosintéticos analizados en
HPLC de fase reversa, provisto columna C18, se inyectd un volumen de 50 pl de

muestra del estandar (8-caroteno, Clorofila a y Clorofila b a concentraciones de: 5,

-1
10, 25, 50; 4, 3,2,1;0,5, 1, 2,5, 5 ppm, respectivamente) a un flujo de 2,0 ml/min .
Estos fueron detectados a una longitud de onda de 350 nm con detector UV-visible,
a temperatura ambiente y con una gradiente modificada de solventes: a)
acetonitrilo metanol-buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0; b) metanol-acetato de etilo. n= 3.

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (ppm) en extractos de fitoplancton,
obtenidos por botella Niskin. Estas fueron analizadas con HPLC fase reversa
detectadosa una longitud de onda de 450 nm con un detector UV/visible, a
temperatura ambiente y con una gradiente modificada de solventes: a)
acetonitrilo-metanol-buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0 b) metanol-acetato de etilo en
los diferentes tiempos de exposicion a los tratamientos de radiacion. Los valores
son promedio n= 3 = D.E. Se indican los resultados de un analisis de  ANOVA de
una via para diferencias entre estaciones del afio. Letras similares indican
diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.
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Tabla 7.

Tabla 8a.

Tabla 8b.

Tabla 9a.

Tabla 9b.

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (ppm) en extractos de fitoplancton,
obtenidos por trampas. Estas fueron analizadas con HPLC fase reversa
detectados a una longitud de onda de 450 nm con un detector UV/visible, a
temperatura ambiente y con una gradiente modificada de solventes: a)
acetonitrilo- metanol - buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0 b) metanol-acetato de etilo en
los diferentes tiempos de exposicién a los tratamientos de radiacién. Los valores
son promedio n=3 + D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de
una via para diferencias entre estaciones del afo. Letras similares indican
diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Concentraciones de clorofilas y feopigmentos (mg/gPS) en extractos de macroalga
Ulva sp. tratadas con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Agosto. Estas fueron
determinadas segun el método de Lorenzen (1967) por medio de
espectrofotometria UV/Visible a 665 y 750 nm en los diferentes tiempos de
exposicion a los tratamientos de radiacion. Los valores son promedio n= 3 + D.E.
Se indican los resultados de un analisis de  ANOVA de 2 Vias. Letras similares
indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Concentraciones de clorofilas y feopigmentos (mg/gPS) en extractos de macroalga
Ulva sp. tratadas con radiacién UV-B y PAR, en el mes de Octubre. Estas fueron
determinadas segun el método de Lorenzen (1967) por medio de
espectrofotometria  UV/Visible a 665 y 750 nm en los diferentes tiempos de
exposicion a los tratamientos de radiacién. Los valores son promedio n= 3 + D.E.
Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares
indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Concentraciones de clorofilas y feopigmentos (mg/gPS) en extractos de macroalga
Gracilaria chilensis tratadas con radiacion UV-By PAR, en el mes de Agosto.
Estas fueron determinadas segun el método de Lorenzen (1967) por medio de
espectrofotometria UV/Visible a 665 y 750 nm en los diferentes tiempos de
exposicion a los tratamientos de radiacién. Los valores son promedio n=3 + D.E.
Se indican los resultados de un andlisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares
indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Concentraciones de clorofilas y feopigmentos (mg/gPS) en extractos de macroalga
Gracilaria chilensis tratadas con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Octubre.
Estas fueron determinadas segun el método de Lorenzen (1967) por medio de
espectrofotometria UV/Visible a 665 y 750 nm en los diferentes tiempos de
exposicion a los tratamientos de radiacion. Los valores son promedio n= 3 %
D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras
similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Tabla 10a. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/L) en extractos de macroalga Ulva

Tabla 10b.

sp.tratada con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Agosto. Estas fueron
determinadas segun el método Strickland & Parson (1972) por medio de
espectrofotometria UV/Visible a 480, 510, 630, 647 y 664 nm en los diferentes
tiempos de exposicion a los tratamientos de radiacion. Los valores son
promedio n =3 + D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2
Vias. Letras similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de
Tukey HSD.

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/L) en extractos de macroalga
Ulva sp. tratada con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Octubre. Estas fueron
determinadas segun el método Strickland & Parson (1972) por medio de
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Tabla 11a.

Tahla 11b.
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Tabla 12a.

Tabla 12b.

Tabla 13a.

Tabla 13b.

espectrofotometria UV/Visible a 480,510, 630,647 y 664 nm en los diferentes
tiempos de exposicién a los tratamientos de radiacion. Los valores son promedio n
=3 = D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras
similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/L) en extractos de macroalga
Gracilaria chilensis tratada con radiacién UV-B y PAR, en el mes de Agosto. Estas
fueron determinadas segun el método Strickland & Parson (1972) por medio de
espectrofotometria UV/Visible a 480, 510, 630, 647 y 664 nm en los diferentes
tiempos de exposicion a los tratamientos de radiacion. Los valores son promedio
n= 3 + D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias.
Letras similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de
Tukey HSD.

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/L) en extractos de macroalga
Gracilaria chilensis tratada con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Octubre.
Estas fueron determinadas segun el método Strickland & Parson (1972) por medio
de espectrofotometria UV/Visible a 480, 510, 630, 647 y 664 nm en los diferentes
tiempos de exposicién a los tratamientos de radiacion. Los valores son promedio n=
3 +D.E. .Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras
similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Determnacion de la concentracion de ficoeritrina (mg/gPS) por el método de Beer &
Eschel (1985), en extractos de macroalga Gracilaria chilensis, tratadas con
radiacion UV-B y PAR, en el mes de Agosto, por medio de espectrofotometria
UV/Visible a 455, 564 y 592 nm en los diferentes tiempos de exposicion a los
tratamientos de radiacion. Los valores son promedio n= 3 + D.E. Se indican los
resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican diferencias
significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Determinacién de la concentracion de ficoeritrina (mg/gPS) por el método de Beer &
Eschel (1985), en extractos de macroalga Gracilaria chilensis, tratadas con
radiacion UV-B y PAR, en el mes de Octubre, por medio de espectrofotometria
UV/Visible a 455, 564 y 592 nm en los diferentes tiempos de exposicion a los
tratamientos de radiacion. Los valores son promedio n= 3 = D.E. Se indican los
resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican diferencias
significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/gPS) en extractos de macroalga
Ulva sp. tratadas con radiacion UV-B y PAR, en el mes de a Agosto. Estas
fueron analizadas con HPLC fase reversa detectados a una longitud de onda de
450 nm con un detector UV/visible, a temperatura ambiente y con una gradiente
modificada de solventes: a) acetonitrilo- metanol-buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0 b)
metanol - acetato de etilo. Los valores son promedio n= 3 £ D.E. Se indican los
resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican
diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/gPS) en extractos de macroalga
Ulva sp. tratadas con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Octubre. Estas fueron
analizadas con HPLC fase reversa detectados a una longitud de onda de
450 nm con un detector UV/visible, a temperatura ambiente y con una gradiente
modificada de solventes: a) acetonitrilo—-metanol-buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0 b)
metanol-acetato de etilo. Los valores son promedio n= 3 = D.E. Se indican los
resultados de un anadlisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican
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Tabla 14a.

Tabla 14b.

Tabla 15a.

Tabla 15b.

Tabla 16a.

Tabla 16a.

diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/gPS) en extractos de macroalga
Gracilaria chilensis tratadas con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Agosto.
Estas fueron analizadas con HPLC fase reversa detectados a una longitud de onda
de 450 nm con un detector UV/Visible, a temperatura ambiente y con una gradiente
modificada de solventes: a) acetonitrilo-metanol-buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0 b)
metanol-acetato de etilo. Los valores son promedio n= 3 + D.E. Se indican los
resultados de analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican diferencias
significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/gPS) en extractos de macroalga
Gracilaria chilensis tratadas con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Octubre.
Estas fueron analizadas con HPLC fase reversa detectados a una longitud de onda
de 450nm con un detector UV-visible, a temperatura ambiente y con una gradiente
modificada de solventes: a) acetonitrilo-metanol-buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0 b)
metanol-acetato de etilo. Los valores son promedio n=3 + D.E. Se indican los
resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican
diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Efecto de la radiaciéon UV el rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm) medidas en
extractos de macroalga Ulva sp. y Gracilaria chilensis. Las determinaciones fueron
realizadas mediante exposicion a tratamientos de radiacion a distintos tiempos,
en el mes de Agosto. Los valores son promedio n= 3 + D.E. Se indican los
resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican diferencias
significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Efecto de la radiacion UV el rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm) medidas en
extractos de macroalga Ulva sp . y Gracilaria chilensis. Las determinaciones
fueron realizadas mediante exposicidn a tratamientos de radiacion a distintos
tiempos, en el mes de Octubre. Los valores son promedio n= 3 + D.E. Se indican
los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican
diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Efecto de la radiaciéon UV en la tasa de transporte de electrones (ETR) medidas
en extractos de macroalga Ulva sp. y Gracilaria chilensis. Las determinaciones
fueron realizadas mediante exposicion a tratamientos de radiacion a distintos
tiempos, en el mes de Agosto. Los valores son promedio n=3. Se indican los
resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias.

Efecto de la radiacion UV en la tasa de transporte de electrones (ETR) medidas
en extractos de macroalga Ulva sp. y Gracilaria chilensis. Las determinaciones
fueron realizadas mediante exposicion a tratamientos de radiacion a distintos
tiempos, en el mes de Agosto. Los valores son promedio n= 3. Se indican los
resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias.
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1.- RESUMEN

Las principales fuentes de pigmentos presentes en la columna de agua incluyen al
fitoplancton y el aporte de comunidades de algas bentdnicas, bacterias fototroficas y
plantas acuaticas o macrofitas. Estos pigmentos son degradados tanto en la columna de
agua como en su posterior depositacion en el sedimento.

El presente estudio tiene por finalidad realizar una aproximacién experimental para
detectar cambios en la composicion pigmentaria a lo largo de la columna de agua, en una
plataforma submareal de la zona de Puerto Montt (Coihuin). La variabilidad espacial y
temporal se estudié para poder reconocer algunos factores ambientales involucrados en
sus fluctuaciones. Otro aspecto principal fue determinar si la radiacion UV-B afecta las
fuentes de pigmentos en el sistema. Paralelamente se llevd a cabo la medicién de la
fotosintesis in vivo basada en la determinacién de la fluorescencia de clorofila del
fotosistema Il (PSIl), mediante pulsos de amplitud modulada (PAM), siendo medidos el
rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm)y la tasa de transporte de electrones (ETR). Ambos
tipos de determinaciones fisiologicas fueron llevadas a cabo en macroalgas previamente
expuestas a distintas combinaciones de radiacion UV-B, UV-A vy visible (PAR) usando
lamparas en el laboratorio. En la concentracién de los pigmentos fotosintéticos se
determiné clorofilas (a y b), carotenoides (B-caroteno) presentes en las macroalgas Ulva
sp. y Gracilaria chilensis y fitoplancton mediante estudios espectrofotométricos y
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) de Fase Reversa.

En las muestras de fitoplancton las concentraciones de los pigmentos fotosintéticos,
clorofila a, b y B-caroteno, variaron en relacion con la profundidad y la estacionalidad,
observandose los mayores valores (1,80; 0,94; 12,39 ppm) respectivamente en la capa
superficial de la columna en los meses de primavera, disminuyendo hacia el invierno (1,17;
0,22; 4,13 ppm). Por otra parte, a una mayor profundidad se presentaron niveles mas altos
de concentracion (1,07; 0,16; 2,05 ppm) en invierno y una disminucién en primavera
(0,358; 0,163; 4,563 ppm). Se observo una clara estratificacién en algunos meses del afio,
posiblemente debido a la variacidon de la termoclina, lo que pudo afectar directamente la

distribucion de los pigmentos en las masas de agua.



En el caso de las macroalgas Ulva sp. y Gracilaria chilensis y los efectos de
radiacion UV, se observé en la medicion de ambos parametros fisiologicos Fv/Fm (27,1 %;
35,7 %) y ETR (46,3 %; 54,4 %) una disminucién a mayor tiempo de exposicion. Esta
disminucion podria estar indicando efectos asociados a fotoinhibicion crénica, un
fendmeno que exhiben las macroalgas en respuesta a un exceso de radiacién. En cuanto
a los pigmentos fotosintéticos analizados, las concentraciones de clorofila a y b
disminuyeron en relacién con la exposicion a la radiacion UV, lo cual podria estar
relacionando con una foto-oxidacién de la clorofila o una disminucion en su biosintesis,
afectando en mayor proporcion a la concentracién de la clorofila b respecto de la clorofila
a. En el caso del B-caroteno se observé un aumento en su concentracion, surgiendo la
sintesis de este pigmento como un mecanismo de proteccion en respuesta al exceso de
radiacion UV-B.



1.1.- SUMMARY

The principal source of pigments present in the water column includes
phytoplankton and the contribution of communities of benthic seaweeds, phototrofic
bacteria and aquatic plants or macrophytes. These pigments are degraded both in the
water column and in the sediment after deposition.

The goal of the present study was to experimentally detect changes in pigment
composition in the water column of a subtidal platform near Puerto Montt (Coihuin). The
spatial and temporal variability of photosynthetic pigments was assessed in order to
identify some environmental factors involved in such fluctuations. Another main aspect was
to determine whether the UV-B radiation affects the levels of pigments. In parallel, alive in
measurements of fluorescence of PSIl-chlorophyll a, by means of a pulse amplitude
modulation fluorometer (PAM), were performed. Here, the maximum quantum yield (Fv/Fm)
and the electron transport rate (ETR) were especially determined. Both types of
physiological determinations were carried out in macroalgae previously exposed to a
combination of UV-B, UV-A and PAR lamps in the laboratory. The concentration of
photosynthetic pigments chlorophylls (a and b), carotenoids (B-carotene) present in the
macroalgae Ulva sp. and Gracilaria chilensis and phytoplankton were determined using
both Spectrophotometry and Reverse Phase High Perfomace Liquid Chromatograpy RP-
HPLC).

In phytoplankton, the concentrations of photosynthetic pigments, chlorophyl a, b and
B-carotene, varied in relation to depth and seasonality, with highest values found in
surface layers (1.80; 0.94; 12.39 ppm) of the column during spring months, decreasing
toward winter (1.17; 0.22; 4.13 ppm). On the other hand, higher concentrations were
observed deep (1.07; 0.16; 2.05 ppm) in winter and decreasing in spring (0,358; 0,163;
4,563 ppm). An obvious stratification in some months of the year was observed, possibly
due to variations in the thermocline that could affect the distribution of pigments in the
water column.

With regards to the macroalgae Ulva sp. and Gracilaria chilensis and the radiation
effects UV, the measurements of both physiological parameters Fv/iFm (21, 7 %; 35, 7 %)

and ETR, indicated a decrease (46, 3 %; 54, 4 %) in relation with the exposure time. This



decrease could be associated to a chronic fotoinhibition, a phenomenon exhibited by plants
in response to excess solar radiation. In the case of pigments examined, concentrations of
Chl to and Chl b decreased with exposure to UV radiation, which may be related to
oxidation of chlorophyl or effects on its biosynthesis. This situation affected more strongly
chlorophyl b than chlorophyl a. In the case of the B-carotene, an increase in the
concentration was detected, which could be indicative of a mechanism of photoprotection

in response to the excess of UV B radiation.



2.-INTRODUCCION

2.1. Aspectos generales de los pigmentos fotosintéticos

Los pigmentos fotosintéticos son moléculas con una gran capacidad de absorber de
la energia de los fotones y posibilitan la fotosintesis. Estos pigmentos se organizan en
estructuras captadoras de luz denominadas antenas, constituidos por pigmentos unidos a
proteinas, las cuales estan rodeando a los centros de reaccion clorofila a (chl a) cuya
funcién es transformar la energia foténica en electroquimica. En relacion a la clorofila a,
existen dos tipos segun se trate de organismos fotosintéticos procariotas o eucariotas,
bacterioclorofila a y clorofila a respectivamente y ademas estan acompanados de otros
pigmentos accesorios, cuya funcion es ampliar el espectro de absorcion de los pigmentos
primarios y ademas, en el caso de algunos tipos y en ciertas circunstancias, pueden servir
como proteccion frente a la luz excesiva (Barceld, 2001)

Los pigmentos presentes en organismos del fitoplancton incluyen numerosos
grupos de compuestos con diversas caracteristicas fisicas y quimicas. Fundamentalmente,
los pigmentos de las plantas se dividen en 3 grupos: clorofilas (a, b, ¢1, ¢2, c3),
carotenoides (carotenos y sus derivados oxigenados conocidos como xantofilas), y
ficobiliproteinas (aloficocianinas, ficocianinas, ficoeritrinas) son esenciales para la
fotosintesis. Estos compuestos poseen distintas caracteristicas, una de las mas
importantes es la capacidad de absorber luz a distintas longitudes de onda, ya que de
esto depende el rango efectivo de accion del pigmento. Por ejemplo las clorofilas absorben
en el rango de 430-450 nm y 600-690 nm, los carotenoides entre 400-500 nm y las
ficobiliproteinas absorben entre 450-550 nm para la ficoeritrina y 500-640 nm para la
ficocianina, estando presentes en células de todos los organismos autotréficos
(procariontes y eucariontes), y localizandose en las membranas tilacoidales (Fogg et al.
1973; Strasburger, 1994; Barcelo, 2001). Como se ha mencionado anteriormente la
funcién primordial de la clorofila es la de absorber energia luminica, formando parte
fundamental de la maquinaria captadora de luz en los tilacoides y ademas en el caso
especifico de la clorofila a, ademas forma parte del centro de reacciéon que inicia, por

diferencia de carga por la llegada del “exciton”, reacciones Redox que daran origen al



transporte de electrones necesarios para llevar los electrones excitados por los fotones
absorbidos hasta sus finales aceptores, las moléculas de NADP oxidado que pasaran a
NADPH reducido.

Los pigmentos fotosintéticos se encuentran agrupados en sistemas funcionales
denominados fotosistemas. Cada fotosistema consiste, en promedio, de unas 200
moléculas de clorofila y unas 50 moléculas de carotenoides. De todas estas moléculas
solo unas pocas, mayoritariamente clorofilas, asociadas con el centro de reaccion son
capaces de transducir la energia luminosa en energia electroquimica. El resto de
pigmentos, también mayoritariamente clorofilas, actian como captadores de la luz y se
denominan moléculas antena. La luz es absorbida por las moléculas antena y se va
transfiriendo por resonancia hasta que alcanzan el centro de reaccion. Esta transferencia
se realiza con una altisima eficacia (Strasburger, 1994; Barceld, 2001).

En algas y plantas superiores existen dos tipos de fotosistemas, cada uno con su
centro de reaccion y su grupo de moléculas antena: el PSI, cuya molécula activa del
centro de reaccion, un dimero de clorofila a especializada, tiene un maximo de absorcion a
700 nm (P700) y el PSII, cuya molécula activa del centro de reaccion, probablemente una

molécula de clorofila a especializada, tiene un maximo a 680nm (Pego) (Strasburger, 1994).

2.1.1. Estructuras de los pigmentos fotosintéticos:

2.1.1.1. Clorofilas

Estos pigmentos que se ubican en las membranas tilacoidales, su color verde se
debe a que absorben todas las longitudes de onda de la luz visible excepto el verde-
amarillo (fendbmeno conocido tambien como “ventana verde”), el cual es reflejado vy
percibido por nuestros ojos. Estan conformadas por estructuras policiclicas planas
estables, formados por cuatro anillos pirrélicos ciclicos con un anillo de ciclopentanona

fusionado al pirrol Ill, donde los cuatro atomos de nitrégeno que poseen estos cuatro

+2
anillos estan asociados a un atomo de Mg . Ademas, poseen una cadena terpenoide

constituida por el alcohol fitol, esterificado en el cuarto anillo. Este alcohol de 20 atomos de

carbono con un doble enlace (ConggoH) confiere a la molécula la caracteristica de ser



altamente hidrofébica (Fig. 1 A) y que le otorga la propiedad de unirse a los dominios

apolares de las proteinas que anclan el sistema a la membrana tilacoidal. En los
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Figura 1: (A) Estructura molecular y (B) espectro de absorcion de la molécula

de clorofila. Figura extraida y modificada de Strasburger, 1994.

cloroplastos se encuentran tanto clorofila a como b. Sibien las dos son verdes, varian

en el grupo unido al anillo pirrélico I, la clorofila a presenta un grupo metilo (—CH3),

mientras que la clorofila b presenta un grupo formilo (-CHO). Sus espectros de absorcién
son suficientemente diferentes como para permitir que los dos pigmentos complementen
sus rangos de absorcion en la region visible. La mayoria de las plantas contienen el doble
de clorofila a que clorofila b (Stryer, 2002). La gran eficiencia que presentan estas
moléculas como fotorreceptores se debe a la presencia alternante de enlaces simples y
dobles en su estructura (Andreo, 1984). Las clorofilas difieren en sus espectros de
absorcion ya que absorben la luz en dos regiones del espectro, cerca de los 400 nm y
desde los 600 nm, variando y dependiendo un poco de los diferentes estados de
agregacion de las moléculas de clorofila o a las proteinas a las cuales estén asociadas

(Fig. 1 B).



2.1.1.2. Carotenoides:

En algas y plantas los carotenoides se encuentran ubicados en los tilacoides de los
cloroplastos. Son pigmentos accesorios en la fotosintesis, captando energia luminosa en
regiones del espectro donde la clorofila no absorbe eficientemente, ademas protegen de la
luz intensa que puede danar la clorofila e inactiva las especies reactivas de oxigeno o

directamente el estado triplete de la clorofila (Stryer, 2002).

B ! Carotenoide

Absarcion

I I I
400 500 &00
Longitud de onda (nm}

Figura 2: (A) Estructura molecular y (B) espectro de absorcion de la molécula de

carotenoides. Figura extraida y modificada de Strasburger, 1994.

Los carotenoides o carotenos son terpenoides constituidos por largas cadenas
poliisoprenoides, presentando dobles enlaces conjugados que poseen en ambos extremos
anillos de ciclohexano sustituidos. Debido a la presencia de éstas caracteristicas son
fuertes cromoforos. Cada cromoforo es responsable del espectro de absorcion
caracteristico y del color de la molécula (Britton & Goodwin 1971; Andreo, 1984; Stryer,

2002). En la larga cadena de hidrocarburos (Fig. 2 A), proporciona a estos compuestos la



propiedad de ser insolubles en agua, pero si solubles en solventes grasos. Se dividen en
carotenos que son hidrocarburos insaturados y en xantofilas que son derivados
oxigenados de los anteriores. El cuerpo basico de los carotenos esta formado por 40
atomos de carbono consistente en 8 unidades de isoprenos. Estas unidades poseen una
estructura central en forma de cadena con 14 atomos de carbono y 7 enlaces dobles
conjugados ademas de 4 grupos metilo en forma de cadenas laterales. La cadena central
lleva en uno o en los dos extremos un agrupamiento en forma de anillo, ademas, poseen
maximos de absorbancia a longitudes de onda distintas de las clorofilas. Absorben en la
gama de 400-500 nm y actuan como moléculas receptoras de luz suplementarias en
regiones del espectro en que las clorofilas no tienen absorcién, aumentando de esa

manera la eficiencia con que las células fotosintetizadoras aceptan la luz (Fig. 2 B).

2.1.1.3. Ficobiliproteinas:

La ficocianina (azul) y la ficoeritrina (roja) se encuentran presentes en distintas
proporciones en las cianobacterias, las rodoficeas y los criptofitos enmascarando a la
clorofila (Strasburger, 1994). Son proteinas fluorescentes que contienen grupos
tetrapirrélicos covalentemente unidos a la apoproteina (Glauser, et al., 1992; MacColl,
1998). En cianobacterias y rodoficeas las biliproteinas se encuentran situadas, en forma
de granulos, ficobilisoma, de unos 40 nm, en la superficie del tilacoide, del lado del
citoplasma o del estroma (Strasburger, 1994), cuya principal funcién es la captacion y
conduccion de luz hasta los centros de reaccion fotosintéticos (Glazer, 1989). Las
ficobiliproteinas se encuentran en el ficobilisoma de acuerdo a sus propiedades de emision
y absorcién para lograr una eficiencia cercana al 100% en la conduccién de luz (MacColl,
1998). En una misma especie suelen estar presentes los dos tipos de ficobiliproteinas,
aunque, en general, predomina una de ellas (Barcel6, 2001). La aloficocianina y las
ficocianinas A, B, C o R se encuentran en todas las cianobacterias y rodoficeas. La
ficoeritrina R o B es el pigmento principal de las Rodocifeas. El cuerpo basico de estas
moléculas consiste en cuatro anillos de pirrol unidos entre si por puentes de metilo, pero
en este caso no forman un anillo cerrado como en la clorofila, por lo tanto no hay un atomo

metalico en posicién central. Los anillos de pirrol llevan en los carbonos 1 y 8 un carbén


http://www.virtual.unal.edu.co/cursos/ciencias/2000051/lecciones/cap02/02_04.htm#carotina
http://www.virtual.unal.edu.co/cursos/ciencias/2000051/lecciones/cap02/02_04.htm#xantofilas
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por atomo de oxigeno, en 4 y 5 un resto propionico que a traveés de sus grupos carboxilos
estén unidos el grupo cromaoforo a la proteina por medio de enlaces peptidicos (Fig. 3 A).
Los anillos de pirrol y los puentes de metilo forman un sistema de dobles enlaces

conjugados entre atomos de carbono y de nitrégeno.
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Figura 3: (A) Estructura molecular y (B) espectro de absorcion de la molécula de ficobilina.

Fiaura extraida v modificada de Strasburaer. 1994.

Esta configuracion es la responsable del color de estos pigmentos. Absorben
intensamente zona variables de entre 480 a 670 nm. La ficocianina tiene su maximo de
absorcién en los 618 nm, en el caso de la ficoeritrina entre 540 y 570 nm, captando asi
longitudes de onda poco utilizadas por las clorofilas (Fig. 3 B). Su color intenso puede

enmascarar el verde de las clorofilas (Barceld, 2001).
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Debido a la presencia de ficobiliproteinas, las algas verde-azules y rojas estan
capacitadas para cubrir con su absorcion una parte del espectro de la radiacion visible en

que la absorcion de la clorofila es débil (Strasburger, 1994).

2.2. Pigmentos fotosintéticos en la columna de agua

Las principales fuentes de pigmentos presentes en la columna de agua incluyen al
fitoplancton y el aporte de comunidades de algas bentdnicas (Carpenter et al., 1986;
Steinman et al., 1998), bacterias fototréficas (Yacobi et al., 1990; Hurley & Garrison, 1993;
Overmann et al., 1993) y plantas acuaticas o macrofitas (Bianchi et al., 1993).

Ademas el agua y los sedimentos contienen pigmentos asociados al material detrital
que puede encontrarse temporalmente suspendido, transportado al ambiente terrestre o a
depositarse en el fondo (Carpenter et al., 1988; Leavitt & Carpenter, 1989; Winfree et al.,
1997). En todos los casos, los pigmentos se degradan tanto en la columna de agua como
en su posterior depositacion en el sedimento (Hurley & Armstrong, 1990; Damste &
Koopmans, 1997; Hodgson et al., 1998).

Debido a que los pigmentos poseen diferentes caracteristicas funcionales y de
composicién en los diferentes grupos de organismos (la distribucion de pigmentos
accesorios en los grupos de las algas son unicos) (Rowan, 1989; Wright et al., 1991,
Bianchi et al., 1997; Schluter & Havskum 1997), ellos han sido usados como
biomarcadores debido a su precision taxonomica (Jeffrey et al., 1997) y también tienen el
potencial de representar la produccidén primaria potencial de la comunidad fototrofica
entera. Por lo tanto, la clorofila y carotenoides, pueden ser utilizados taxondmicamente en
la identificacion directa de clases de fitoplancton, su biomasa, condiciéon y etapa del
desarrollo comunitario (Wright & Enden 2000; Mackey et al., 2002). El conocimiento de
concentraciones de pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores facilita la determinacién de
las propiedades de absorcion de fitoplancton (Wozniak et al., 2000) y la tasa de
fotosintesis en aguas naturales (Macintyre et al., 2000).

En la actualidad se han encontrado mas de 30 formas de clorofilas activas en la
fotosintesis y alrededor 600 carotenoides en cianobacterias, algas y hongos (Liaaen -

Jensen & Andrewes, 1985). En el caso del fitoplancton, actualmente mas de 50 pigmentos



12

y sus productos de degradacién pueden ser separados en un solo analisis (Wright et al.,
1991; Wright & Jeffrey, 1997).

2.2.1. Dinamica espacial y temporal de los pigmentos

La variabilidad espacio-temporal del fitoplancton estd determinada por un gran
namero de variables, entre las que se destacan las caracteristicas geomorfométricas del
area (conformacion geografica y tamafo), circulacidon y caracteristicas quimicas vy fisicas
de las masas de aguas, ejemplo la luz y la temperatura (Wood, 1967). Debido a la accion
de los vientos y las corrientes, existe un dinamica espacial en la columna de agua que
dependera de diferentes caracteristicas locales ya sea hidrolégicas como orograficas. En
sistemas de surgencia o en costas con gran dinamica, existe un transporte de nutrientes
desde zonas profundas hacia la zona eufética que tiene consecuencias en la composicion
de la comunidad fitoplancton (Ahel et al., 1996; Obayashi et al., 2001; Vidussi et al., 2001).
Estos cambios y patrones en la composicion del fitoplancton pueden ser detectados y
evaluados mediante la determinacion de los pigmentos fotosintéticos.

En general, s6lo una fraccidén de la produccién fototréfica de la columna de agua
finalmente termina en la superficie de sedimento. La degradacibn mas extensa de
pigmentos ocurre durante su paso por la columna de agua y en el sedimento superficial
sobre todo si la luz y el oxigeno estan disponibles (Leavitt 1993; Cuddington & Leavitt,
1999). Debido a la alta tasa de degradacién de los pigmentos en la columna de agua, la
velocidad de hundimiento es de gran importancia en la fraccion de pigmentos. Por
ejemplo, las diferencias en la velocidad de hundimiento entre diferentes grupos de algas
puede afectar la composicién de pigmentos en la columna de agua y como consecuencia
en el sedimento. Varios mecanismos pueden acelerar la sedimentacion: la agregacion y
coagulacion, que aumentan con la biomasa, pueden segregar diferentes velocidades de
hundimiento dependiendo del tamafio de las particulas (Kigrboe et al., 1994). Por otro
lado, los pigmentos pueden ser modificados por accion del zooplancton herbivoro; Por
degradacion durante el paso por el tracto digestivo (Cuddington & Leavitt, 1999). Por otro

lado el transporte de los pigmentos hacia el fondo se ve favorecido al ir formando parte de
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los pellet fecales, los cuales ademas ayudan a la preservacion de los pigmentos
retardando la degradacion bacteriana en la columna de agua (Leavitt, 1993).

La estacionalidad es otro factor que puede inducir cambios en la composicion de los
pigmentos en la columna de agua, asi como las tasas de transporte y depositacion final en
el sedimento La dinamica estacional del fitoplancton en regiones temperadas,
basicamente esta determinada por la condicion de la mezcla o estratificacion que presenta
la columna de agua, la que puede determinar las variables de temperatura y salinidad.
Raymont (1980) y Neshba (1987) detectaron una disminucién de las poblaciones
fitoplanctonicas en invierno debido a intensificacién de la mezcla vertical y a los bajos
valores de irradiancia y menor penetracion de PAR en la columna de agua. Hacia el final
del invierno aumentaria la estratificacion debido al calentamiento superficial de las aguas,
la que junto al aumento de la intensidad luminosa provocaria el florecimiento primaveral de
las microalgas, el cual dependeria de la concentracién de los nutrientes. Verticalmente

estas mismas condiciones hidrograficas afectarian la distribucion del fitoplancton.

2.2.2. Técnicas para la determinacion de pigmentos fotosintéticos

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es una herramienta poderosa
para investigar la composicién pigmentaria del fitoplancton (Mackey et al., 1996; Jeffrey et
al., 1997). Esta técnica es una de las mas usadas en los ultimos afos debido a su
sensibilidad, facil aplicabilidad en determinaciones cuantitativas exactas, a su idoneidad
para la separacion de especies no volatiles o termolabiles y por su uso en la determinacion
de sustancias de interés en la industria e investigacion (Skoog & Leary, 2001). Esta
técnica permite una rapida determinacidén de carotenoides, clorofilas y sus derivados en
ecosistemas acuaticos (Jeffrey et al., 1999), y su utilizacion para estudiar sedimentos lleva
mas de 50 afios (Fox ,1944; Fox et al., 1944; Vallentyne, 1954, 1956). A menudo las
concentraciones de carotenoides y clorofilas son cuantificadas por RP-HPLC (Fase
Reversa),que se basa en el principio de separar los distintos pigmentos en base a su
polaridad. La idea de emplear el RP-HPLC en estudios ambientales fue introducida por

Mantoura & Llewellyn, (1983) ha sido desarrollada por muchos investigadores (Bidigare et
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al., 1985; Wright et al., 1991; Wright & Jeffrey, 1997; Heukelem & Thomas, 2001; Brotas &
Plante-Cuny, 2003; Ston & Kosakowska, 2000; Ston & Kosakowska, 2002).

2.3. El efecto de la radiacién solar sobre los pigmentos fotosintéticos

2.3.1. El espectro de radiacion solar incidente

Dentro del espectro de radiacion solar de importancia biolégica en procesos
fotobiolégicos podemos indentificar tres fracciones: la radiacion ultravioleta (UV)
correspondiente al 10 % de la radiacién incidente, la radiacion fotosintéticamente activa
(PAR) que comprende longitudes de onda entre 400 y 700 nandmetros (nm) equivale al 40
% y la radiacion infrarroja (entre 700-3000 nm) equivalente al 50%. La radiacion UV
podemos dividirla en: radiacién UV-C (< 280 nm), la radiacién UV-B, entre 280 - 315 nm, y
la radiacién UV-A, entre 315 - 400 nm (Holm-Hansen et al., 1993).

La radiacion UV-A es débilmente absorbida por el ozono estratosférico, alcanza la
superficie terrestre y ocasiona en las plantas diferentes reacciones fotoquimicas (Caldwell
1978; Bjorn 1999). Mantiene relativamente constante su nivel, no siendo afectada
mayormente por factores latitudinales, altitudinales o estacionales (Greenberg et al.,
1997), presentado efectos similares a la radiacion UV-B pero en dosis unas 1000 veces
superior, por lo que proporcionalmente resulta menos perjudicial. La radiaciéon UV-B es
absorbida parcialmente por el ozono estratosférico llegando muy atenuada a la superficie
terrestre, variando segun altitud, latitud, angulo de incidencia del sol y reflectancia solar de
la atmodsfera que varia con la presencia de diferentes particulas que provocan su
absorcion (Farman et al., 1985; Lissy & Sanhueza, 1996; Herman & McKenzie, 1998). Es
llamada también Radiacion Ultravioleta Biolégica ya que es capaz de provocar danos
letales en los organismos vegetales, siendo muy peligrosa para la vida en general.
Representa solo el 5% de la radiacion UV y el 0.25% de toda la radiacion solar, que llega
a la superficie de la terrestre, sin embargo tiene alta energia por fotén. Finalmente la
radiacion UV-C, es altamente energética y extremadamente danina para todos los seres

vivos y en presencia de la cual no seria posible la vida en la Tierra, es totalmente
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absorbida por el oxigeno molecular y parcialmente por el ozono atmosférico, de modo que
en ningun caso alcanza la superficie terrestre (Madronich, 1992).

La Radiacion Fotosintéticamente Activa (conocida por su sigla en inglés PAR)
representa la proporcion predominante de la radiaciéon solar incidente en la superficie
terrestre, y es fundamental para la fotosintesis. En exceso, la fraccion PAR puede afectar
a las plantas, las cuales responden a través de diversos mecanismos de fotoproteccion,

por ejemplo, la fotoinhibicion dinamica.

2.3.2. Penetracion de la radiacion solar en la columna de aqua

La radiacion solar se atenua en la columna de agua como resultado de cuatro
factores: a) el agua; b) compuestos disueltos (e.g.,gelbstoff); c) materia inerte y
d) organismos fotosintéticos (material particulado). Por lo tanto, el agua constituye un filtro
natural que absorbe la radiacion solar en forma diferencial y el coeficiente de absorcién
aumenta en forma significativa con longitudes de onda mayores que 550 nm (Kirk, 1994).
La atenuacion de los diferentes componentes del espectro solar en la columna de agua se

puede calcular globalmente utilizando el coeficiente de atenuacién (Ky):
Kg = (Ln(Ey) - LN(E,)) / z (m™)

Donde E, y E, es la radiacion en la superficie y a la profundidad (z)
respectivamente. La turbidez y las diferentes caracteristicas hidrologicas (ademas de
bidticas) determinan que los cuerpos de agua posean diferentes coeficientes de
atenuacion de la luz. Existen diferentes clasificaciones de los tipos de agua, pero una de
las mas utilizadas es la de Jerlov (Kirk, 1994). Para los organismos fotosintéticos, tiene
muchas implicancias, pues al haber una atenuacién de la cantidad de luz, también existe
una atenuacion en la calidad ya que las diferentes longitudes de onda del espectro PAR se
atenuan de manera diferente.

En el caso de la radiacién UV-B, por mucho tiempo se consideré que la radiaciéon
UV solo podia penetrar en los primeros centimetros de la columna de agua, sin embargo

desde los primeros trabajos de Jerlov (1950) se comprob6é que esta radiacion puede



16

penetrar varios metros de profundidad. De hecho ahora se sabe que la radiacion de UV-B
puede alcanzar profundidades ecoldégicamente significativas (Smith & Baker, 1979;
Karentz & Lutze, 1990; Smith et al., 1992; Boelen et al, 1999). La composicion y
caracteristicas del material disuelto en el agua puede dar origen a diversos tipos de
espectros de absorcion que dependen del ambiente, en general las sustancias disueltas
tienen un efecto mas pronunciado para longitudes de onda cercanas al azul. En el caso
del material inorganico particulado hay que considerar también el efecto de dispersion de
la radiacion, puesto que este material particulado tiene poca absorcién relativa a
longitudes altas del espectro visible, pero su absorcién crece en forma significativa en la
region del ultravioleta. La absorcién por parte de pigmentos fotosintéticos (clorofila,

carotenoides y ficobiliproteinas) tienen especial influencia en la radiacion visible.

2.3.3. Efecto de la radiacion UV-B en los ecosistemas acuaticos

Diversos estudios sugieren que la extension del area que corresponde a la
disminucién de la capa ozono esta influenciando las condiciones mas alla del continente
Antartico y alcanza areas pobladas del Hemisferio Sur (Orce & Helbling, 1997; Huovinen et
al., 2006). Por lo tanto, el aumento en el flujo de la radiacién UV-B solar en la superficie
terrestre (Kerr & McElroy, 1993) ha despertado la preocupacion por sus efectos dafinos
en la vida, no sélo en ecosistemas terrestres, sino también en los acuaticos, tanto
maritimos como de agua dulce (Holm-Hansen et al., 1993; Williamson ,1994; Hader et al.,
1995; Gomez & Figueroa, 1998; Villafafie et al., 2003).

La radiacion solar es la mayor fuente de energia para la productividad de los
ecosistemas acuaticos (Wetzel, 1975), sin embargo, la cantidad y calidad de energia solar,
asi como los nutrientes y la temperatura, son determinantes de la estructura y procesos de
esta (Vollenweider, 1968; Elser, 1990; Sterner et al., 1997). Por lo tanto, los organismos
acuaticos en su habitat pueden ser afectados, directa o indirectamente por cambios en la
radiacion UV en el medio (Zepp, 1982; Palenik et al., 1991; Arfsten et al., 1996; Scully et
al.,, 1997). Sin embargo, los movimientos activos o pasivos de organismos dentro de la
columna de agua causan una fluctuacion de su exposicion a la radiacion UV. Debido a

esto en la ultima década se ha reconocido que existe un potencial riesgo de dafos por
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niveles altos de radiacion solar, evidenciandose que la radiacion biolégicamente deletérea,
es decir, radiacion de longitud de onda corta (UV-B, 280-320 nm), ha incrementado debido
al adelgazamiento de la capa ozono estratosférico (Cabrera et al., 1995; Madronich, 1992;
Kerr & McElroy, 1993). A pesar de que potenciales efectos de la exposicion a la radiacidon
UV-B pueden ser muy perjudiciales para la biologia de los organismos, el efecto neto de la
radiacion UV en estos puede ser mitigado por diferentes mecanismos protectores y de
reparacion (Karentz et al., 1991a; Mitchell & Karentz, 1993; Vincent & Roy, 1993).

Aunque los estudios realizados en organismos acuaticos son menos que los
efectuados en vegetales terrestres, se ha detectado que los aumentos en la UV-B
incidente tienen varios efectos sobre los organismos marinos: En el caso del fitoplancton
se ha determinado que elevadas dosis de UV afectan la reproduccion (Hader et al., 1995)
y el crecimiento (Holm-Hansen et al., 1993; Hader et al., 1995; Klisch & Hader, 2000),
observandose cambios en el aparato fotosintético y en la concentracién de pigmentos
involucrados en la recepcidon de luz, producciéon fotosintética (Helbling et al., 1992) y
metabolismo de nitrogeno y carbono (Dohler & Alt, 1989; Sinha et al., 1995). En caso de
severo estrés por efecto de radiacion UV-B, puede llegar a producir dafio de ADN, ARN y
muerte celular (Klisch & Hader, 2000; Hader, 2001). En cianobacterias se ha observado
una disminucién en el crecimiento, desarrollo y respuestas fisioldégicas (Sinha & Hader,
1997). En macroalgas la variacion diaria de la radiacion solar, es uno de los factores
determinantes en la variabilidad de las respuestas fotosintéticas y procesos relacionados
(Falkowski & Raven, 1997; Figueroa et al,. 1997; Bischof et al., 1998; Gémez et al., 1998).
Al ser organismos sésiles no poseen las mismas estrategias que el fitoplancton para
adaptarse a los cambios de luz. Debido a esto es usual que el exceso de luz repercuta en
el aparato fotosintético y en los diferentes procesos que involucran los mecanismos de
defensa a los excesos de energia luminica. Es por ello que gran parte de las macroalgas
bentdnicas exhiben mecanismos fotoprotectores tales como la fotoinhibicién dinamica. A
escalas mayores tales efectos pueden configurar cambios en la estructura de las
comunidades de macroalgas en los sistemas acuaticos (Bischof et al., 1998; Wiencke et
al., 2000).
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2.3.3. Efecto de la radiacion UV sobre los pigmentos fotosintéticos

Aunque la radiacién UV-B esta restringida a los primeros metros de la columna de
agua, su accién sobre los organismos tiene consecuencias muy importantes en términos
de la concentracion y de composicion de pigmentos. En consecuencia, tales efectos se
reflejaran en el perfil pigmentario a través de toda la columna de agua y en los
sedimentos. En general, por efecto de la radiacion UV-B, se observa una disminucion del
contenido de clorofilas y carotenoides en plantas (Ormrod & Hale, 1995). La alta
irradiacion de UV-B combinada con un bajo nivel de PAR provoca reduccion significativa
en los contenidos de clorofila, posiblemente, debido a la foto-oxidacion de la clorofila por
accion de la radiacion UV-B o a la inhibiciéon de su biosintesis. Ademas, se ha reportado
aumento en la relacion clorofila a/b, debido a que la radiacién UV-B afecta mayormente a
la clorofila b (Kulandaivelu et al., 1996).

En el caso de los carotenoides, se han reportaron incrementos en su contenido de
algunas especies vegetales por efecto del aumento de radiacién UV-B, donde actuan
como filtro natural UV-B evitando el fotoblanqueamiento de la clorofila, y como
antioxidante inactivando posibles radicales libres generados por accion del UV-B
(Greenberg et al.,1997; Gotz et al., 1999). Los carotenoides, con respecto a las clorofilas,
son menos afectados por la radiacion UV-B, lo que se explicaria por su rol fotoprotector en

el aparato fotosintético (Kulandaivelu et al., 1996).

2.4. Comunidades de algas

2.4.1. Fitoplancton

El fitoplancton se encuentra constituido por un conjunto de organismos
microscopicos, unicelulares en su mayoria y fotosintéticos, caracterizados por su baja
capacidad de movimiento, aunque algunas poseen cierto poder de locomocion,
desplazandose mediante flagelos y otros mecanismos. En general, estos organismos son
transportadas en forma pasiva por el movimiento de las masas de agua (Alvial & Avaria,

1981, 1982; Mufioz & Alvial, 1986a) siendo distribuidos ampliamente en aguas oceanicas,
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costeras, estuarinas y lacustres. Estas microalgas se concentran, principalmente en la
parte superior de la columna de agua (zona fética), donde se favorecen los procesos de
fotosintesis y se constituye en la puerta de entrada de la energia solar a los ecosistemas
marinos (Margalef, 1958). Debido a los procesos adaptativos convergentes al medio fisico
altamente estable y heterogéneo en el que habitan estas microalgas, son consideradas
como las principales productores primarios en estos ecosistemas, por cuanto a través de
éstas se genera materia organica y energia, la que queda disponible para los distintos
niveles troficos. Estas poblaciones fitoplanctonicas sufren fluctuaciones cualitativas vy
cuantitativas a lo largo del ano, evidentes en diferentes escalas espacio-temporales:
asociadas a cambios en los factores ambientales, estacionales, entre otros (Currie, 1990).
El fitoplancton del area de Coihuin muestran las caracteristicas de las comunidades
de los fiordos nord-patagonicos, con predominancia de diatomeas por sobre

dinoflagelados (Fig. 4).
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Figura 4. Muestra de fitoplancton de la zona cercana a Puerto Montt, indicando los

principales grupos taxondmicos dominantes.
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2.4.2. Macroalgas

Ulva sp.: conocida como “lechuga de mar”, pertenece a la division Chlorophyta. Presenta
talo verde laminar, foliaceo, lobulado, formado por dos capas de células, se encuentra
fijado al sustrato por rizoides que crecen como expansiones de las células basales del talo
(Hoffmann & Santelices, 1997). Puede llegar a medir 1 m de longitud, de contorno mas o
menos redondeado, a veces dividido. Es una especie dioica cuyos talos productores de
gametos masculinos se distinguen de los productores de gametos femeninos por la
tonalidad de los margenes de la lamina: verde amarillento en los primeros y verde oscuro
en los segundos. Habitan en el intermareal, en charcas, rocas o sublitoral hasta 20 m
(Fig. 5A). Al tolerar salinidades bajas puede encontrase en estuarios, y también
frecuentemente en zonas donde existen aportes nitrogenados. En el pais, se ha
encontrado entre Tierra del Fuego (Region de ) y Antogasta (Region de Antofagasta),
también en el Archipielago Juan Fernandez y las Islas Desventuradas. Es un género

cosmopolita.

Figura 5. Ejemplares de macroalgas utilizados en el estudio, A) Ulva sp.

B) Gracilaria chilensis.

Gracilaria chilensis: es una especie endémica de Chile, conocida con el nombre “Pelillo”,
perteneciente a la division Rhodophyta (Hoffmann & Santelices, 1997). Es un alga de talos

cilindricos filamentosos, de color pardo rojizo y a veces amarillento, midiendo entre
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1y 2 mm y hasta 2 m de largo, formado por uno o varios ejes alargados, ramificados en
forma alternada hasta 1,5 m de largo (Fig. 5B). Crece en ambientes protegidos, tanto en la
zona intermareal como submareal. En poblaciones naturales del intermareal crecen
adheridas, a bolones o rocas asociadas a playas de arena. En el submareal las adheridas
a piedras, enterrados en la arena en fondos blandos de estuarios, bahias protegidas y
fiordos (Santelices, 1981). Su distribucién batimetrica va desde la superficie hasta los 10 m
de profundidad, con mayor frecuencia enterrados en la arena. En el pais esta especie se

distribuye entre Bahia Inglesa, (Regidén de Atacama), hasta Coyhaique (Regién de Aysén).

2.5. La situacion en los ambientes costeros del Sur de Chile

Diversos estudios llevados a cabo en el ultimo tiempo (Gomez et al., 2004, 2005;
Huovinen et al., 2006, etc.) demuestran que los organismos benténicos del Sur de Chile
son expuestos a condiciones de estres fisioldgico como resultado de la exposicion a la
radiacion solar UV. Esta problematica asociada a sistemas pelagicos de nuestra costa no
ha sido estudiado en detalle ni tampoco existe mucha informacion acerca de la dinamica
de los pigmentos y su tasa de deposicidn en los sedimento. Tomando en cuenta que en la
Bahia de Puerto Montt (Coihuin) se encuentra la plataforma fondos blandos mas grande
del pais, muchos de las interacciones entre la columna de agua y los sedimentos son
fundamentales en la ecologia de los organismos que alli habitan.

En el presente estudio por lo tanto se realiza una aproximacion experimental para
detectar cambios en la composicion pigmentaria a lo largo de la columna de agua asi
como en los sedimentos. Se estudidé la variabilidad espacial y temporal en orden a
reconocer algunos factores ambientales involucrados en sus fluctuaciones. El otro aspecto
principal fue determinar si un factor importante como es la radiaciéon UV-B afecta las
fuentes de pigmentos en el sistema: Como organismos modelos se utilizé dos especies de
macroalgas marinas comunes a esta zona: Gracilaria chilensis y Ulva sp. Con esta
informacion sera posible generar una vision preliminar de la dinamica de los pigmentos en
los sistemas de fondos blandos del Sur de Chile y conocer el impacto de la radiacién UV

sobre los componentes principales que determinan la productividad primaria en esta zona.
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2.6. Hipétesis

H1: La composicién y concentracién de pigmentos fotosintéticos en el agua variara en

relacion con la profundidad y con la estacionalidad.

H2: La radiacion ultravioleta (UV) provoca cambios en la composicion y cantidad de

pigmentos fotosintéticos de macroalgas en relacidén con la dosis de exposicion.

2.7. Objetivos generales

a) Conocer la composicion espacial y temporal de los pigmentos fotosintéticos en la

columna de agua y en una plataforma submareal de la zona de Puerto Montt (Coihuin).

b) Evaluar el efecto de la radiacion UV sobre la composicién y concentracién pigmentaria

de algunas macroalgas.

2.8. Objetivos especificos

« Determinar y caracterizar la composiciéon de pigmentos a través de un gradiente de
profundidad en la columna de agua a través de cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC) y espectrofotometria.

« Determinar la composicion de pigmentos en algunas algas bentonicas que podrian ser

fuente de pigmentos en la columna de agua.

s Determinar efecto de la radiacion UV sobre la composicion de los pigmentos

fotosintéticos en dos especies de macroalgas.
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+ Determinar la concentracién de pigmentos fotosintéticos (Clorofilas a y b, carotenoides,
y ficobiliproteinas) en fitoplancton y algunas macroalgas usando métodos

espectrofotométricos.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio y recoleccion de muestras:

igura 6. Ubicacion geografica de los sitios de recoleccion de fitoplancton y macroalgas.
) Coihuin (Puerto Montt), B) Playa Chica (Valdivia). Extraida de Google.

El lugar de estudio para la toma de muestas de fitoplancton es una extensa area de
(22.78 km?) en la planicie submareal de Coihuin a 15 km al este de Puerto Montt (41° 31’
S; 72°53' W) (Fig. 6). Esta es una zona profunda de depositacion de particulas ubicado a
100-270 m de la superficie, siendo un ambiente costero fangoso.

Las condiciones oceanograficas presentes en la zona de Coihuin se determinaron
midiendo las variables fisico-quimicas de la columna de agua, realizando perfiles de
radiacion solar, Chl a, temperatura y salinidad. Estas determinaciones fisico-quimicas
fueron llevadas a cabo el 10 de Enero de 2007, usando un CTD Seacat 19 plus (Seabird

Electronics Inc., USA) dotado con fluorometro. Las condiciones luminicas fueron
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monitoreadas con un espectroradiometro acuatico RAMSES-ACC-UV/Vis (Trios GMBH,
Alemania).

La toma de las muestras en la columna de agua se llevd a cabo a diferentes
gradientes de profundidad. El agua fue muestrada con una botella tipo Niskin de 5 L
(vertical) (Hydro-Bios GmbH). Los volumenes filtrados para estas muestras variaron entre
1 a 1,5 litros. En el caso de muestras de trampas, estas fueron tomadas a 70 m de
profundidad, los volumenes filtrados variaron entre 250 y 300 ml respectivamente. La toma
de las muestras se realizé de forma estacional tanto para las de botella como las de
trampas. Una vez finalizado los muestreos, el material fue mantenido en frio (-70 °C)
para posterior analisis espectrofotométrico y de HPLC fase reversa (ver adelante). Los
muestreos y mediciones fisicoquimicas del agua fueron realizados en la Motonave
“Melipulli”, dependiente de la Universidad de Los Lagos.

En paralelo se tomaron muestras de macroalgas bentdnicas comunes a la zona de
estudio (Ulva sp, Gracilaria chilensis) para la posterior caracterizacién de los pigmentos
fotosintéticos presentes en ellas. En este caso las macroalgas fueron recolectadas en la
Playa Chica de Niebla, Valdivia (39° 51' S; 73° 23' W) en los meses de agosto y octubre
(Fig. 6). Las muestras fueron mantenidas en frio (-70°C) para posterior analisis

espectrofotométrico y de HPLC fase reversa (ver adelante).

3.2. Diseno experimental de exposiciéon a radiacion UV

El desarrollo de los experimentos se realizo en el Instituto de Biologia Marina de la
Universidad Austral de Chile, donde se procedi6 a la extraccion de pigmentos
fotosintéticos obtenidos de las muestras mediante espectrofotometria (ver mas adelante).
El material preparado con los pigmentos fue trabajado posteriormente para analisis
cualitativos y cuantitativos mediante la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de
fase reversa que se llevd a cabo en el Instituto de Quimica (ver mas adelante)

Las macroalgas Ulva sp. y Gracilaria chilensis fueron transportadas a la sala de
acuarios del Instituto de Biologia Marina y, mantenidas en estanques cilindricos de 20 L

con agua de mar, a una temperatura entre 13 y 15° C, salinidad de 30 PSU y aireacién
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constante. Bajo estas condiciones las algas fueron aclimatadas durante un periodo de 24h
antes de realizar las respectivas mediciones fisioldgicas.

Las exposiciones a radiacién UV se realizaron bajo tres diferentes tratamientos de
radiacion: a) PAR + UV-A + UV-B (PAB), b) PAR + UV-A (PA) y c) PAR (P), utilizando un
set de 2 lamparas (Osram L36w/640) de radiacion PAR (Photo-sytheticatically Active
Radiation), una lampara Q-Panel 313 (USA) que emite radiacién centrada en UV-B y una
lampara Q-Panel 340 (USA) que emite radiacion centrada en UV-A. Para obtener los
diferentes tratamientos se utilizaron filtros que cortan la radiacion a diferentes longitudes
de onda: Ultraphan 400 que corta la radiacion bajo de los 400 nm, excluyendo la radiacion
UV-B y UV-A, Ultraphan 295 que corta solo UV-C y Folex 320, que corta la radiacion bajo
los 280 nm (Fig. 7).

i
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Figura. 7. Esquema del sistema de incubacion termorregulado, donde se indica la
disposicién de los tratamientos (lamparas vy filtros) utilizados para la exposicién de los

discos conlas macroalgas.

Para realizar la incubacion de las macroalgas se contd con un bafio termorregulado
donde se depositaron las algas en recipientes de plastico transparente con 2L de agua de
mar filtrada y aireacién constante. Cada recipiente fue cubierto con los distintos tipos de
filtros mencionados anteriormente (Fig. 7). Estos recipientes fueron incubados a una

distancia de 15 cm de las lamparas artificiales a diferentes tiempos (inicial, 6h, 24h, 2 dias
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y 6 dias), con la finalidad de lograr dosis crecientes de exposicion. Al final de cada
periodo de exposicion se determind la fluorescencia de clorofila y la tasa de transporte de
electrones (ETR). Paralelamente se tomaron muestras a cada tiempo de exposicion para
la determinaciéon de pigmentos fotosintéticos via espectrofotometro y HPLC (ver mas

adelante).

3.3. Analisis quimico

3.3.1. Extraccion y particion de pigmentos fotosintéticos

Los pigmentos fotosintéticos son caracteristicos de los diferentes grupos de algas,
por lo tanto, su extraccion es distinta. Puesto que presentan sus propias caracteristicas, no
se pueden usar los mismos solventes para extraer los pigmentos presentes en las
muestras.

Dentro de las consideraciones metodoldgicas generales se debe mencionar que
clorofilas, carotenoides y biliproteinas son compuestos inestables, por lo que deben ser
manejados cuidadosamente, para no alterar sus propiedades quimicas. Son isomerizados
y oxidados por la luz y el aire, lo cual cambia su composicion quimica y color. La alteracion
fotoquimica se acelera cuando los pigmentos son adsorbidos en superficies
cromatograficas. La presencia de pequefias cantidades de acido removera el magnesio de
la clorofila produciendo feofitinas y causara izomerizaciones cis/trans en carotenoides. Los
alcalis fuertes pueden romper el grupo fitol de las clorofilas causando alteraciones

quimicas en algunos carotenoides.

3.3.1.1. Clorofilas y carotenoides

Las clorofilas y los carotenoides generalmente son moléculas liposolubles y pueden
ser extraidas a través de la membrana del tilacoide con solventes organicos tales como:

acetona, metanol, o DMSO.

Macroalgas: Se pesaron 30 mg de muestra para Ulva y 60 mg para Gracilaria. Para

molerlas se utiliz6 un mortero con arena. Luego la muestra fue introducida en un tubo de
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ensayo donde se le agregaron 10 ml de acetona al 90%, para la extraccién de los
pigmentos. Después de agitar esta mezcla, se dejé reposar los extractos, almacenados
herméticamente y mantenidos por 24-48 horas en la oscuridad dentro de un refrigerador
a4°C.

Fitoplancton: Los filtros de microfibra de borosilicato (diametro de 47 mm, ADVANTEC
MFS) que contenian las muestras fueron introducidos en los tubos de ensayos donde se
procedié a agregarles 10 ml de acetona al 90%, para la extraccion de los pigmentos.
Fueron agitados y mantenidos por 24-48 horas en oscuridad dentro de un refrigerador
a4°C.

3.3.1.2. Productos de degradacion de la clorofila:

Los productos de degradacion de la clorofila pueden formar una fracciéon importante
del contenido total de pigmentos del fitoplancton que existe en una muestra de agua de
mar. Estos productos son el resultado de los procesos de a) digestion del zooplancton que
convierten la clorofila en feopigmentos siendo estos: feofitina formada por retiro del atomo
de magnesio de una o otra clorofila y feoforbidos que carecen tanto de magnesio como de
la cadena de fitol de la molécula de clorofila (Carpenter & Bergquist, 1985) y b) procesos
de descomposicion orginados por las enzimas hidroliticas del fitoplancton que pueden
convertir la clorofila en clorofilida. El coeficiente de absorcion de este ultimo pigmento al
ser el mismo que el de la clorofila, no puede ser estimado por espectrofotometria. Sin
embargo, pueden determinarse los feopigmentos al presentar un espectro de absorcion
mas bajo que la clorofila en la regién de los 665nm. Para esto, se mide la extincidén a 665 y
750 nm antes y después de la transformacion de toda la clorofila de la muestra en

feopigmentos.

3.3.1.3. Ficobilinas

Las ficobiliproteinas (PBP) presentes en las algas rojas se extraen de forma integra

debido al enlace covalente que se establece entre los cromaoforos y la fraccion apoproteica
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del pigmento. Al ser pigmentos solubles en agua, las ficobilinas no son bien extraidas por
los solventes organicos. Por lo tanto, para su extraccion se utilizo Buffer Fosfato de
acuerdo al método de Beer & Eschel (1985).

Para la extraccion se utilizaron 50 mg peso fresco de la muestra de Gracilaria.
Colocandose en un mortero con ayuda de arena y N2 liquido se procede a molerlas. Se
introduce al tubo de ensayo donde se le agrega 10 ml de buffer fosfato 0.1M a pH 6.5
mantenidos durante 24-48 horas, en condiciones de oscuridad en un refrigerador a 4 °C

(Moon & Dawes, 1976), para extraer los pigmentos.

3.3.2. Cuantificacion de los pigmentos fotosintéticos por espectrofotometria

La cuantificacion espectrofotométrica de los distintos tipos de pigmentos se basa en
la lectura, mediante un espectrofotometro (Fig. 8), de la densidad éptica a las longitudes

de onda en las que la absorbancia de luz es maxima para un determinado pigmento. Con

el espectrofotometro se mide la extincion de la luz al atravesar una cubeta en la que se ha

=

Figura 8. Espectrofotémetro SCINCO UV/Visible utilizado para la medicién de las
absorbancias de pigmentos totales (clorofilas, carotenoides y ficobiliproteinas) presentes
en macroalgas y fitoplanton analizadas. Este equipo emplea dos fuentes diferentes de
energia para cubrir el intervalo especificado de longitudes de onda. Una lampara de arcc

Deuterio suministra la radiacion ultravioleta y una de Tungsteno la radiacién visible.
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colocado un extracto de pigmentos celulares, es decir la intensidad de luz que absorben
estos pigmentos a una determinada longitud de onda (A), que esta directamente
relacionada con la concentracion de estos pigmentos en el extracto (Ley de Lambert-Bee).

En el extracto se encuentra una mezcla de los pigmentos contenidos en la célula, y
por lo tanto las absorbancias de éstos se suman. Mediante una serie de coeficientes se
transforman estas densidades Opticas en concentraciones pigmentarias de los diferentes

pigmentos (clorofilas y carotenoides principalmente).

3.4.3.1. Clorofila y Feopigmentos:

Macroalgas y Fitoplancton:

1.- Las muestras en los tubos de centrifuga, se introducen en la centrifuga, donde se

realiza la separacién del extracto / precipitado centrifugando a 3000 rpm durante 10 min.

2.- Posteriormente se llena una cubeta de espectrofotometria con el extracto acetonico. A
continuacion, se leen las absorbancias 665 y 750 nm (el valor debe ser inferior a 0.015, en
caso de que fuera mayor indicaria que hay demasiada materia en suspension). Después
se lava la cubeta con acetona al 90% y se llena de acetona para realizar una lectura para
corregir la absorbancia debida al disolvente en cada una de las longitudes de onda
(Blanco). Se afaden 2 gotas de acido clorhidrico (HCL) a la cubeta y se agita bien para

degradar los pigmentos, también se les mide la extincion a 665 y 750 nm.

La muestra fue acidificada (pH 2.5) anadiendo 2 gotas de acido a la cubeta, se agitod
y se midio la extincidn a 665 y 750 nm. La turbidez de la muestra se corrigié restandole el
valor de 750 nm a la extincidn obtenida a 665 nm (antes y después). De esta forma se
elimina el efecto de la dispersion de la luz por las particulas en suspension. Para calcular
la concentracién de clorofila a y feopigmentos se utilizaron las ecuaciones de Lorenzen

(1967). Los resultados se obtienen en mg/m?®;
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Clorofila a (mg/ m*) =[26.7 x (A6650 - A665a)] X v (mL)
Vx|

Feopigmentos (mg/ m®) = [26.7 x (1.7 A665a — A6650)] / v (mL)
Vxl

Siendo A la absorbancia leida a la longitud de onda sefalada.

donde: A665a = extincidon a 665 nm después de acidificar
A6650 = extincion a 665 nm antes de acidificar
Vv = volumen de agua filtrado (L)
I = longitud de la cubeta (cm)

\% = volumen del extracto aceténico en mL

3.3.2.2. Clorofila a, b, ¢ y carotenoides:

Fitoplancton y Macroalgas:

1.- Las muestras en los tubos de centrifuga, se introducen en la centrifuga, donde se

realiza la separacion del extracto/precipitado centrifugando a 3000 rpm durante 10 min.
2.- Seguidamente se llena una cubeta de espectrofotometria con el extracto acetonico. A
continuacion, se leen las absorbancias 630, 645, 647 y 664 nm para las clorofilasy 480y

510 nm para los carotenoides.

Para la calcular la concentracion de las clorofilas y carotenoides extraidos con acetona al

90 %. Se Utilizé las ecuaciones indicadas en Strickland & Parson (1972)

Clorofila a (mg/L) = 11,85 (A664) — 1,54 (A 647) — 0,08 (A630)

Clorofila b (mg/L) = 20,03 (A647) — 5,43 (A664) — 2,66 (A630)
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Clorofila ¢ (mg/L) = 24,52 (A630) — 1,67 (A664) — 7,60 (A647)

Carotenoides = 7,6 (A480 — 1,49 A510)

Siendo A la absorbancia leida a la longitud de onda sefialada.

Las concentraciones de clorofila y carotenoides fueron transformadas a mg/m® a

partir de la siguente férmula:

mg clorofila /m*= Cxv
V x10

Donde: C= es sustituido por las clorofilas Ca, Cby Cc
v= volumen del extracto acetdnico en mL.
V = volumen en litros

10 = longitud de la cubeta

3.3.2.3. Ficobilinas

1.- Las muestras en los tubos de centrifuga, se introducen en la centrifuga, donde se

realiza la separacion del extracto/precipitado centrifugando a 4500 rpm durante 30 min.

2.- Seguidamente se llena una cubeta de espectrofotometria y se lava con buffer fosfato
0,1 N a pH 6,5, para realizar una lectura para corregir la absorbancia debida al disolvente
en cada una de las longitudes de onda (Blanco). A continuacion, se leen las absorbancias

455, 564 y 592 nm respectivamente.

A partir de la fraccidn supernadante, se determina la concentracion de PBP
espectrofotométricamente por medio de las ecuaciones cromaticas dadas por Beer &
Eshel (1985) para las PBP (R-Ficoeritrina, R-PE, y R-Ficocianina, R-PC):

R-PE (mg /g” PS) = [(A564- A 592)-(A455-A592)0.2] x 0.12 x VV (mL)

peso seco (g)
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R-PC (mg/ g"' PS) = [(A618-A645)-(A592-A645)0.51] x 0.15 x V (mL)

peso seco (g)

Siendo A la absorbancia leida a la longitud de onda senalada.

3.3.3. Determinacién de pigmentos fotosintéticos por HPLC de fase reversa

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) permite realizar muy buenas
separaciones e identificaciones de componentes o mezclas de componentes en un tiempo
relativamente corto, tanto cualitativa como cuantitativamente (Fig. 9). Su funcionamiento
se basa en una columna cromatografica, empacada con una fase estacionaria, que

permite separar los componentes de una mezcla, la cual es disuelta en una fase movil o

Figura 9. Equipo cromatografico HPLC Hewlett Packard serie 1100 Agilent de fase
reversa, utilizando columna Alltech ODS-2 C18 (250 x 4.60 mm; tamano de particula 5p).



34

eluente, siendo pasada a través de la columna. Generalmente los equipos HPLC
presentan un sistema de deteccion continuo que localiza los analitos presentes en el
eluente midiendo sus propiedades fisicas o quimicas. El detector de la respuesta a través
de un grafico en funcion del tiempo, o volumen del eluente, mostrando una serie de picos
llamados cromatograma (Puentes et. al, 2004).

En el caso de la cromatografia en fase reversa se caracteriza por presentar una
columna cromatografica con una fase estacionaria no polar (con frecuencia se trata de
un hidrocarburo como octilo Cgy octadecilo C+g), en conjunto con una fase movil polar
(agua, metanol, acetonitrilo) bombeada a alta presién a través de una columna de acero
inoxidable empacada con silica. Con este método los componentes mas polares aparecen
primero, y un aumento de la polaridad de la fase mdvil provoca un aumento de la elusion,
acortando el tiempo de retencion (Skoog & Leary, 2001). La interaccion de los
componentes de la muestra se produce segun la polaridad; el componente mas polar o
que se une débilmente a la fase estacionaria eluye primero con la fase maévil polar (tiempo
de retencion corto) y, por ende, el componente menos polar o que es retenido fuertemente
por la interaccion con la fase estacionaria apolar eluye al final (largo tiempo de retencion).
La retencién y la selectividad pueden ser alteradas por cambio de la polaridad de la fase
estacionaria o, (mas facilmente) por causa del eluente. Los métodos de HPLC son
particularmente sensibles a pequefios cambios en las condiciones ambientales, incluida
la temperatura. En fase reversa, la temperatura influye sobre cuatro magnitudes
importantes: solubilidad y tiempo de retencién de la muestra, viscosidad de la fase movil y
eficacia de la columna. Es conveniente controlar la temperatura debido a que en algunas
columnas la eficiencia puede variar con cambios muy pequefios de temperatura ambiente,
del orden de 2-4° C (Yost et al., 1980).

La elusion de los componentes de una muestra puede realizarse de dos maneras:
isocraticamente, es decir; una separacion que utiliza un solo disolvente, o una mezcla de
solventes, pero con una composicion constante, o bien, usando una elusion por gradiente
de solventes que utiliza dos o mas disolventes con polaridad significativamente distinta,
variando sus preparaciones en forma programada durante el tiempo de elusion (Skoog &
Leary, 2001).
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Las ventajas que presenta la cromatografia en fase reversa son variadas:

Puede separar muestras de un amplio rango de polaridades.

Permite la eleccion dentro de una amplia variedad de fases estacionarias.
Usa fases moviles relativamente econdémicas.

Hay un rapido equilibrio entre la fase mévil y la fase estacionaria.

Provee una separacion rapida, simple y reproducible (Puentes, 2004):

Las limitaciones que presenta son:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Muchas fases unidas a la silica son estables sélo entre pH 3 y 8.

La presencia de grupos silanoles no reactivos en la superficie de la silica pueden
producir colas en los picos, incrementar los tiempos de retencion y causar
irreproducibilidad en analisis entre columnas.

Los mecanismos de retencion de fase reversa aun no han sido completamente
entendidos (Puentes, 2004).

Basandose en lo anterior, la separacién y determinacion de los pigmentos

fotosintéticos presentes en los extractos de las muestras de macroalgas y columna de

agua a analizar, fueron determinadas cualitativa y cuantitativamente mediante

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en fase reversa (Skoog & Leary, 2001).

Para lo cual se utilizé un equipo cromatografico Hewlett-Packard modelo 1100 Agilent de

fase reversa (Fig. 9) en una columna Alltech ODS-2 C18 (250 x 4.60 mm, tamafio de

particula 5 ym).

3.3.3.1. Reactivos empleados en analisis de pigmentos fotosintéticos:

0]

Para extraccion y particion de pigmentos:

Solventes calidad P.A de la firma Merck: Acetona al 90 % y Buffer Fosfato 0,1 N a pH 6,5.

0]

Para analisis de pigmentos por HPLC:

Acetonitrilo (Merck), Agua *, Metanol grado HPLC, Buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0 y Acetato
de etilo grado HPLC.
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o] Estandares:
B-caroteno (SIGMA), Clorofila a (SIGMA) y Clorofila b (SIGMA).

*El agua usada en HPLC fue agua bidestilada y desionizada, no grado HPLC, la cual fue
filtrada al vacio mediante empleo de un Kitasato con filtro mezcla celulosa/éster, con

tamano de poro de 0,2 ym y didmetro 47 mm (Advantec MFS).

3.3.3.2. Determinacioén de clorofilas y carotenos:

Para la determinacion de estos pigmentos fotosintéticos, se introduce un volumen
de 50 ul de muestra en el inyector, previamente filtrado con un filtro de nylon (con tamaro
de poro de 0,2 ym y diametro de 25 nm, ADVANTEC MFS) para eliminar las impurezas

soluble en el extracto que pudieran dafar la columna, inyectandose a un flujo de

2.0 mL/min_1, controladas por una bomba peristaltica cuaternaria, a temperatura ambiente
y con una longitud de onda de deteccion a lo 450 nm utilizando un detector UV-visible. La
longitud de onda se eligid de acuerdo a los espectros de absorcion de las muestras y
estandar medidas en un espectrofotometro de barrido UV/Visible (SCINCO) y a la
comparaciéon de las alturas, separaciones y resoluciones de los peacks que permitieran
una buena identificacion y cuantificacion del B-caroteno y las clorofilas presente en la fase
etérea de la muestra en estudio. Una separacion eficiente de los componentes, se logrd
acortando el tiempo de separacion, mediante el uso de una gradiente modificada de
solventes: Solvente A: acetonitrilo-metanol-buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0 (78:18:4) y
solvente B: metanol-acetato de etilo (40:60) y una corrida isocratica de esta ultima mezcla
de solventes.

La mezcla de solvente A y solvente B fueron corrida a través de una gradiente lineal
hasta llegar al 100% de metanol-acetato de etilo en un tiempo de 3 minutos, seguido por
5 minutos de una corrida isocratica con metanol-acetato de etilo. Entre cada inyeccion de
muestras la columna fue re-equilibrada, con la primera mezcla de solventes, por un
minimo de 10 minutos, para eliminar los efectos residuales de la mezcla de solventes

metanol-acetato de etilo.



37

3.3.3.3. Identificacion, calibracion y cuantificacién de pigmentos fotosintéticos:

3.3.3.3.1. B-caroteno:

La identificacion del B-caroteno de las muestras de la columna de agua y
macroalgas tratadas con radiacion UV-B se realiz0 mediante la comparacion de los
tiempos de retencidon de los picos obtenidos para los extractos con los estandares puros
de B-caroteno en metanol 100%. Los cromatogramas del estandar y de las muestras
fueron obtenidos bajo exactamente la mismas condiciones de temperatura, gradiente y
flujo (Ver Resultados Fig. 17A).

Para cuantificar la banda identificada como pB-caroteno se realizd6 una curva de
calibracion con el estandar (Ver Resultados Fig.18) a concentraciones conocidas: 1, 5, 10,
25, 50 ppm.

Con las ecuaciones de la recta obtenidas de las curvas de calibracién del estandar
fue posible obtener la concentracion del B-caroteno identificado en cada una de las
muestras estudiadas.

A partir de estos datos fue posible identificar y calcular cuantitativamente la

concentracion del B-caroteno presente en las muestras estudiadas.

3.3.3.3.2. Clorofila a 'y b:

La identificacion de la clorofila a y b presentes en las muestras se realiz6 siguiendo
el mismo criterio que en B-caroteno. Los cromatogramas de los estandares de clorofila
ay b, de las muestras se obtuvieron bajo iguales condiciones (Ver resultados Fig. 17B y
17C).

Para cuantificar la concentracion de las clorofilas a y b identificados se realizaron
curvas de calibracion en HPLC de fase reversa con cada uno de los estandares a
concentraciones conocidas: Clorofila a 1, 2, 3y 4 ppm y Clorofila b 0,5, 1, 2,5y 5 ppm

respectivamente (Fig.18).
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Con las ecuaciones de la recta obtenidas de las curvas de calibracion de los
estandares fue posible obtener la concentracidon del la clorofila a y b identificados en cada
una de las muestras estudiadas.

A partir de estos datos fue posible identificar y calcular cuantitativamente la

concentracion de la clorofila ay b presentes en las muestras estudiadas.

3.4. Estudios fisiolégicos

3.4.1. Medicion de la fluorescencia de clorofilas del fotosistema ll:

El método se basa en la fluorescencia emitida por las clorofilas, donde se midio la
tasa fotosintética (Schreiber et al. 1994), utilizando el fluorimetro de amplitud modulada
(PAM 2000, Walz, Effeltrich, Alemania) (Fig. 10). La fluorescencia se midi6 a diferentes
intervalos de exposicion a la radiacion (inicial, 6 hrs, 24 hrs, 2 dias y 6 dias). El parametro

fotosintético utilizado fue el rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm).

Figura 10. Instrumento portatil, PAM 2000. Permite medir la cinética de conversién de energia y

parametros fotoquimicos en el aparato fotosintético in vivo.
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3.4.1.1 Rendimiento Cuantico Maximo (F./Fn)

El rendimiento cuantico maximo representa la eficiencia maxima en los procesos de
conversion de la energia fotoquimica de una planta adaptada a oscuridad, es considerado
un buen indicador de fotosintesis, debido a que se encuentra asociado fuertemente a la

eficiencia fotosintética medida durante la evolucién de Oz(Figueroa et al., 2003). Este

Flanta adaptada a Planta adaptada a
oscuridaod

luz
R

Amortiguamiento
| no fotoquimico
|

F"u" I|I Fm - - -

\ h Amaortiguamiento
\ I fotoquimico
\

Ft
AN r _

Luzte ‘yl] A 1 t‘ *Pul_.o de rajo

lejano

) Encendido agade de la
medida Pulso de pag
. de la luz luz actinica
saturacion .
actinica

Figura 11. Esquema de la medida de rendimiento cuantico maximo (F./F,) y rendimiento
cuantico efectivo (®pg)). Las flechas negras indican el encendido de la luz de medida. Las
flechas negras quebradas indican los pulsos de saturacién. Con las flechas rojas se indica el

encendido y apagado de la luz actinica y con las lilas el pulso del rojo lejano. Figura extraida de

parametro corresponde al cociente entre la fluorescencia variable (Fv=F-F,) y la

fluorescencia de una planta aclimatada a oscuridad (Fpm)

Para su estimacion las
macroalgas se sometieron por 30 minutos a incubacién de oscuridad, en una camara de

polietileno negro, para permitir que todos los centros de reaccion se encuentren oxidados

(abiertos). Después a través del fluorimetro se les aplicé un pulso de saturacién (4000-

6000 umol m s ) de luz actinica que produce el maximo nivel de fluorescencia (Fm), es
cuando todos los centros de reaccion se reducen (cerrados). Debido a que en este

momento las quinonas se saturan, por lo tanto la energia destinada a procesos
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fotoquimicos se hace cero (quenching fotoquimico= 0) y a que el quenching no-
fotoquimico (o calor) se retrasa a algunos milisegundos, la totalidad de la energia
absorbida es en forma de fluorescencia. Para obtener Fv/Fm (Fig. 11) se necesita
entonces la fluorescencia variable (F,) que es la diferencia entre la fluorescencia maxima
(Fm) y la fluorescencia basal (F,) que se obtiene con una luz de emision de 650 nm de una
planta adaptada a la oscuridad. En el caso de que algas se encuentren adaptadas a la luz
se obtiene el rendimiento cuantico efectivo (®ps)) que refleja la eficiencia real (estado
estacionario) bajo una determinada radiacion a diferencia de Fv/Fm que es una eficiencia

potencial (Fig. 11).

3.4.1.2 Tasa de transporte de electrones (ETR):

Este parametro representa la estimacion del transito de electrones a través de los
diferentes componentes del aparato fotosintético en los tilacoides. EI ETR en general, es
un buen indicador de la tasa de fotosintesis en algas. Fue estimado utilizando curvas de

Fotosintesis vs. Irradiancia (P-/), mediante la exposicion de las macroalgas a intensidades

crecientes (1-400 pmol m-2 3-1) de radiacién visible PAR, proporcionada por una lampara
LED integrada en el instrumento PAM 2000. EI ETR se midié a distintos intervalos de
exposicion a la radiacion (inicial, 6 h, 24 h, 48 h y 6 d). ETR fue calculado relacionando el
rendimiento cuantico efectivo (®ps)), que corresponde a la fluorescencia de una planta no
adaptada a la oscuridad, y la intensidad de radiacion PAR de acuerdo a la siguiente

férmula modificada a partir de Schreiber et al., (1994):
ETR = ®pg; *EPAR* A*C.

Donde, E es la intensidad de la luz actinica, A es la absorptancia de las macroalgas
y C que relaciona la absorcién de la radiacion por partes de los fotosistemas que varia
segun la especie de macroalga, para las algas verdes y rojas estos valores han sido
estimados 0,5 y 0,15 respectivamente. La absorptancia (A), que es la fraccion que queda
de la sustraccion de la luz transmitida y reflejada por una muestra, fue medida colocando

una porcién del talo sobre la superficie de un sensor cuantico Licor-190, conectado a un
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radiometro Licor-250 (Li-Cor Inc., USA) (Gémez et. al., 2004). Fue calculada mediante la

formula modificada descrita por Mercado et al., (1996):

A = (lo— It)* lo”

Donde, lo es la intensidad de PAR incidente y It es la intensidad de PAR transmitida

una vez que ha atravesado la muestra de alga.

3.5. Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos de las concentraciones de los pigmentos fototosintéticos,
Fv/Fm y ETR se realizaron analisis estadisticos por separados con el programa
computacional Statistica 6.0 (StatSoft, Inc., USA). Se realizaron analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias, considerando las siguientes variables: tratamiento y tiempo de
exposicion para ambos grupos de macroalgas; los parametros de fluorescencia y
cuantificacion de clorofila a, clorofila b y B-caroteno por HPLC determinacion de los
pigmentos por medio del espectrofotometro UV-visible, en las especies de macroalgas. En
cuanto a la determinacion de los pigmentos presentes en las muestras de fitoplancton se
realizd un analisis de varianza (ANOVA) de una via. Con el Test de Tukey se
establecieron las diferencias entre los promedios, considerando como diferencias

significativas un P<0,05 (*).
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4.- RESULTADOS

4.1. Variacién estacional y en profundidad de pigmentos fotosintéticos en muestras

de Fitoplancton de la zona de Coihuin.
4.1.1. Caracterizacion de las condiciones oceanograficas

En general, se conoce que la radiacion solar en el medio acuatico sufre constantes
variaciones espacio-temporales en calidad y cantidad. Mediante la realizacion de los
perfiles de radiacion solar en la columna de agua de esta zona, se observé que en un dia
soleado de verano, la penetracion de la radiacion PAR llega hasta profundidades cercanas
a los 40 m. En el caso de la radiacion UV-A y UV-B quedd en envidencia que estas
longitudes de onda son atenuadas por la columna de agua a profundidades de 12 y 5 m,
respectivamente (Fig. 12 A).

En cuanto a la concentracién de la clorofila a, se observé un patrén vertical a través
de la columna de agua, variando desde 4,0 ug I en la superficie hasta un maximo de 5,7
ug I" alrededor de los 10 m. A mayor profundidad la concentracién de Chl a disminuyé a
3,3 ug I'". (Fig. 12 B).

Las condiciones térmicas y salinas observadas para la plataforma submareal de la
zona de Coihuin, mostraron comportamientos opuestos. La temperatura a nivel superficial
fue de alrededor de 15 °C, disminuyendo a una profundidad de 10 m a 12 °C. En el caso
de la salidad cercana a la supeficie, los valores fueron cercanos a 25 PSU, aumentando a
una profundidad de 10 m donde la salinidad lleg6 a los 30 PSU (Fig. 12 B).
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Fig. 12. Condiciones oceaonograficas de la zona de Coihuin (Puerto Montt). A) perfiles de
radiacion solar (UV-B, UV-A y PAR) en la columna de agua medidos con un
espectroradiometro acuatico Ramses a lo largo de un rango de 40 m; B) Perfiles de Chl a,

salinidad y temperatura determinados con un CTD en un rango de profundidad de 20 m.)

4.1.2. Espectrofotometria

4.1.2.1. Clorofila a y feopigmentos:

El patron de fluctuaciones estacionales para la concentracion de clorofila a (Chl a) y
feopigmentos (Pheo) en la columna de agua fue similar (Fig. 13). Las muestras tomadas
con la botella Niskin a distintas profundidades donde se encontraron los maximos de
clorofila se analizaron de acuerdo al siguiente rango de profundidades; superficie (0-5 m) e

intermedio (5—-15 m). Las concentraciones de Chl a y Pheo en la superficie mostraron los
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3
valores promedio mas altos en primavera (5,473; 1,401 mg/m ) (p < 0.05, ANOVA, test

Tukey HSD; Tabla 1), para luego disminuir en verano, terminando con menor

3
concentracion en otono (3,026; 2,144 mg/m ). En general existe una mayor la cantidad de

Chl a respecto a Pheo. La concentracion de Chl a y Pheo en la columna intermedia de
3
agua fue mayor en primavera (10,279; 1,840 mg/m ), disminuyendo en verano Yy otofio,

terminando con un valor inferior en la estacién de invierno (1,844; 1,253 mg/ms) (p< 0.05;
Tabla 1).

En el caso de la muestras de trampa que fueron tomadas a una profundidad de
70 m en la columna de agua, las concentraciones de Chl a y Pheo (Fig. 14), difieren de las
tomadas en botella, observandose una mayor concentracion de Pheo en todas las
estaciones del afio respecto a la Chl a. Al analizar las concentraciones por cada estacion
se observo que en invierno se encontraron los valores promedio mas altos, para luego
disminuir en la estacion de primavera y verano (p< 0.05; Tabla 2). Los valores mas bajo se

determinaron en otofo.
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Tabla 1. Concentraciones de clorofila (Chl a) y feopigmentos (Pheo) (mg/ms) en extractos
fitoplancton obtenidos con botella Niskin. Estas fueron determinadas segun el método de Lorenzen
(1967) por medio de espectrofotometria UV/Visible a 665 y 750 nm en los diferentes tiempos de
exposicion a los tratamientos de radiacién. Los valores son promedio n= 3 = D.E. Se indican los
resultados de un analisis de ANOVA de una via para diferencias entre estaciones del ano. Letras

similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

3

Estacion del Profundidad Concentracion Pigmento (mg/m )
afo Chl a Pheo

Invierno Superficie SM SM
Intermedio 1,844+ 1,128 1,253 + 1,052a

Primavera Superficie 5,473 + 0,407 1,401+ 0,786
Intermedio 10,279 + 4,175 1,840+ 0,958 ¢

Verano Superficie 2,491+ 0,616 1,432+ 0,853 a,b
Intermedio 6,635+ 0,687 4,273+ 0,533

Otoio Superficie 3,026+ 1,480 2,144+ 1,068b,c
Intermedio 1,179+ 0,775 0,814+ 0,613

ANOVA

Mean SS Superficie 0,00467 0,00198
Intermedio 0,00018 0,01623

Mean SS Error Superficie 0,00018 0,00531
Intermedio 0,00666 0,02840
Superficie 1,28 0,111

(2.6)
Intermedio 0,20 4,38
(3,23)

p-level Superficie p<0,89NS p<0,05*

Intermedio p<0,001*** p<0,89NS

Chl a: Clorofila a; Pheo: Feopigmentos; SM: Sin muestra
*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 (NS) valores no significativos, P > 0,05
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Tabla 2. Concentraciones de clorofila (Chl a) y feopigmentos (Pheo) (mg/ms) en extractos de
fitoplancton, obtenidos por trampa. Estas fueron determinadas segun el método de Lorenzen
(1967) por medio de espectrofotometria UV/Visible a 665 y 750 nm en los diferentes tiempos de
exposicion a los tratamientos de radiacién. Los valores son promedio n= 3 + D.E. Se indican los
resultados de un analisis de ANOVA de una via para diferencias entre estaciones del afio. Letras

similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

3

Estacion del Profundidad Concentraciéon Pigmento (mg/m )

ano Chl a Pheo
Invierno 70m 34,858+ 14,013 79,432+ 30,894
Primavera 70 m 14,943+ 2,599 25,147+ 4,195
Verano 70 m 6,600+ 1,085 21,853+ 7,079
Otofio 70 m 5,102+ 1,457 13,088+ 3,459

ANOVA

Mean SS 0,00005 0,00008

Mean SS Error 0,976NS 0,948NS

0,07 0,12
(3,29)
p-level p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; Pheo: Feopigmentos
*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 (NS) valores no significativos, P > 0,05
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Figura 13. Concentraciénes de la clorofila a y feopigmentos medidas en extractos de fitoplancton,
determinada mediante el espectrofotdmetro UV/Visible SCINCO en muestras obtenidas por botella
Niskin. Profundidad: a) superficie (0-5 m), b) intermedio (5-15 m). Las muestras fueron

recolectadas durante las distintas estaciones del afo. Los valores son promedio n=3 + D.E.
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Figura 14. Concentraciones de la clorofila a y feopigmentos medidas en extractos de fitoplancton
determinadas mediante el espectrofotometro UV/Visible SCINCO en muestras tomadas en trampas
a 70 m de profundidad, siendo recolectadas durante las distintas estaciones del afo. Los valores
son promedio n=3 £ D.E.
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4 1.1.2. Clorofila a, b, ¢ y carotenoides:

Las concentraciones obtenidas para los distintos pigmentos fotosintéticos como la
clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofila ¢ (Chl ¢) y carotenoides, se observo un
comportamiento similar en las concentraciones de estos pigmentos, presentando
variaciones a través del ciclo estacional en la columna de agua (Fig. 15). Las
concentraciones registradas para los distintos pigmentos fotosintéticos encontrados en la
superficie muestran la misma tendencia tanto para Chl a, Chl b, Chl ¢ y carotenoides,

siendo en la estacion de primavera los valores promedio mas altos en general (0,650;
3
0,028; 0,154; 0,163 mg/m ), aunque en verano se obtuvieron las concentraciones mas

3
altas, para luego disminuir en otofio (0,289; 0,032; 0,052; 0,098 mg/m ) (p < 0.05,
ANOVA, test Tukey HSD; Tabla 3).
Las concentraciones de los pigmentos fotosintéticos; Chl a, Chl b, Chl ¢ y

carotenoides presentes en el intermedio de la columna, se observé que en primavera se

3
obtuvieron los valores promedio mas altos (1,227; 0,095; 0,330; 0,340 mg/m ), para luego

disminuir en verano y otono, terminando con una menor concentracion en invierno ( 0,319;

3
0,057; 0,093; 0,114 mg/m ). Cabe destacar que la Chl a presenta una mayor
concentracion respecto a los demas pigmentos presentes en la columna de agua. En el
caso de la muestras de trampa tomadas a la profundidad de 70 m las concentraciones de

los pigmentos encontrados (Fig. 16). Para la Chl a, Chl b, Chl ¢ y carotenoides en invierno

3
(6,78; 5,122; 4,142; 3,126 mg/m ) se observaron los valores promedio mas altos,

disminuyendo en la primavera y el verano, terminando con una concentracién menor en la

3
estacion de otofio (1,811; 0,324; 0,057; 0,132 mg/m ) respectivamente (p < 0.05; Tabla 4).
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Tabla 3. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/ms) en extractos de fitoplancton
obtenidos por botella Niskin. Estas fueron determinadas segun el método Strickland & Parson
(1972) por medio de espectrofotometria UV/Visible a 480, 510, 630, 647 y 664 nm en los diferentes
tiempos de exposicion a los tratamientos de radiacion. Los valores son promedio n= 3 £ D.E. Se
indican los resultados de un analisis de ANOVA de una via para diferencias entre estaciones del

ano. Letras similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

3

Estacion del Profundidad Concentracion Pigmento (mg/m )
ano Chl a Chl b Chlc Carot.

Invierno Superficie SM SM SM SM
Intermedio 0,319+ 0,141a 0,057+ 0,057 a 0,093+ 0,071 0,114 +0,073a

Primavera Superficie 0,650+ 0,006d,e 0,028+ 0,017d 0,154+ 0,030 0,163+ 0,015
Intermedio 1,227+ 0,294a,b 0,095+ 0,086 a,b 0,330+ 0,092 0,340+ 0,187 a,b

Verano Superficie 1,217+ 0,188e 0,271+ 0,188d 0,135+ 0,086 0,291+ 0,137
Intermedio 0,392+ 0,009 0,089+ 0,017 0,182+ 0,027 0,053+ 0,032

Otoiio Superficie 0,289+ 0,036¢ 0,032+0,005 0,052+ 0,020 0,098+ 0,025
Intermedio 0,319+ 0,110b 0,057+ 0,034b 0,029+ 0,046 0,078 + 0,054b

ANOVA

Mean SS Superficie 0,000175 0,00090 0,000153 0,000166
Intermedio  0,00834 0,00024 0,00210 0,00153

Mean SS Error  Superficie  0,000061 0,00039 0,00033 0,000081
Intermedio  0,00482 0,00121 0,00898 0,00135

26) Superficie 8,7 7,0 14 6,2
Intermedio 13,28 5 16,4 8,7
(3,23)

p-level Superficie p<0,001*** p<0,001*** p<0,001*** p<0,01***

Intermedio  p<0,001*** p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; Chl b: Clorofila b; Chl ¢; Clorofila ¢; Carot.: Carotenoides; SM: Sin muestra

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001

(NS) valores no significativos, P < 0,05
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Tabla 4. Concentraciones pigmentos fotosintéticos (mg/m3) en extractos fitoplancton, obtenidos
por trampas. Estas fueron determinadas segun el método de Strickland & Parson (1972) por medio
de espectrofotometria UV/Visible a 480, 510, 630, 647 y 664 nm en los diferentes tiempos de
exposicion a los tratamientos de radiacién. Los valores son promedio n= 3 + D.E. Se indican los
resultados de un analisis de ANOVA de una via para diferencias entre estaciones del afio. Letras

similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

3

Estacion del  Profundidad Concentracion Pigmento (mg/m )
afio Chl a Chi b Chlc Carot.
Invierno 70m 6,78 + 1,699a 5,122 + 1,897 a 4,142+ 1,897a 3,126+ 1,706 a,c
Primavera 70m 2,90+ 1,226a,b 0,615+ 0,332a,b 0,786+ 0,567a, b 0,423+ 0,097 a, b
Verano 70m 1,801+ 0,324 0,345+ 0,204 0,034+ 0,125 0,220+ 0,191c
Otofo 70m 1,811+ 0,310 b 0,324+ 0,173 b 0,057+ 0,016 b  0,1321£ 0,092 b
ANOVA
Mean SS 0,02673 0,05083 0,03793 0,02466
Mean SS error 0,01563 0,03031 0,03131 0,00662
16,53 16,23 11,71 36
(3,29)
p-level p<0,001*** p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; Chl b: Clorofila b; Chl c; Clorofila ¢; Carot.: Carotenoides
*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 (NS) valores no significativos, P < 0,05
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Figura 15. Concentraciones de clorofilas a, b, ¢ y carotenoides medidos en extractos de
fitoplancton determinadas mediante el espectrofotometro UV/Visible SCINCO en muestras

obtenidas por la botella Nisksin. Profundidad: A) superficie (0-5 m), B) intermedio (5-15 m). Las

muestras fueron recolectadas durante las distintas estaciones del afio. Los valores son promedio

n=3*D.E.
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Figura 16. Concentraciones de clorofilas a, b, ¢ y carotenoides medidos en extractos de

fitoplancton determinadas mediante el espectrofotometro UV/Visible SCINCO en muestras

tomadas en trampas a 70 m de profundidad, siendo recolectadas durante las distintas estaciones

del afio. Los valores son promedio n=3 £ D.E.
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4.1.3. HPLC

4.1.3.1. |dentificacion, calibracién de los pigmentos fotosintéticos por RP-HPLC:

Con el tiempo de retencion apreciado en los cromatograma de los distintos
estandares de los pigmentos fotosintéticos analizados: 3-caroteno, Clorofila ay b (Fig. 17)
obtenidos mediante la técnica de HPLC fase reversa, se procedié a la identificacién de
estos pigmentos presentes en los extractos de muestras de fitoplancton, obtenidas en la
columna de agua a distintas profundidades en las diferentes estaciones del afo. En el
caso de las macroalgas (Ulva sp. y Gracilaria chilensis) fueron expuestas diferentes dosis
de radiacién. Se realizé una comparacion de los tiempos de retencion entre los distintos
estandares de los pigmentos (Tabla 5) y las muestras de fitoplancton y las macroalgas.
Los cromatogramas obtenidos de los estandares y de las muestras fueron realizados bajo
las mismas condiciones de temperatura, gradiente y flujo (Ver Resultados Fig. 21-22;
30-31).

La cuantificacion de la concentracion de los pigmentos fotosintéticos identificados
se realizé mediante las curvas de calibracion obtenidas por HPLC-fase reversa, con cada
uno de los distintos estandares a concentraciones conocidas: B-caroteno (5, 10, 25, 50,
100 ppm), Clorofila a (1, 2, 3, 4 ppm) y Clorofila b (1, 2, 5, 5 ppm) respectivamente.
(Fig. 18).

Las ecuaciones de la recta obtenida para cada uno de los estandares de los

distintos pigmentos fotosintéticos fueron las siguientes:

2
B-caroteno Y=1,3461 + 1,7394 r =0,9979

2
Clorofilaa Y=6,7077 —0,4897 r =0,9989

2
Clorofilab Y=17,623 -0,1202 r =0,9952

Donde “Y” corresponde a la altura peak del identificado en el cromatograma, y “X” a

la concentracion del estandar en ppm.
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Mediante de estos datos fue posible identificar cada uno de los distintos pigmentos
fotosintéticos presentes tanto en las muestras de fitoplancton y macroalgas estudiadas.
Ademas de calcular cuantitativamente la concentraciéon de los distintos pigmentos:

B-caroteno, Clorofila a y Clorofila b.

Tabla 5. Tiempos de retencion (min) de estandares de pigmentos fotosintéticos analizados en

HPLC de fase reversa, provisto columna C18, se inyectd un volumen de 50 ul de muestra del
estandar (B-caroteno, Clorofila a y Clorofila b a concentraciones de: 5, 10, 25, 50; 4, 3, 2, 1; 0,5, 1,

-1

2,5, 5 ppm, respectivamente) a un flujo de 2,0 ml/min . Estos fueron detectados a una longitud de
onda de 450 nm con detector UV-Visible, a temperatura ambiente y con una gradiente modificada
de solventes: a) acetonitrilo-metanol-buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0; b) metanol-acetato de etilo.
n= 3.

Estandar Tiempo de retencion (min)
B-caroteno 5,083
Clorofila a 4,245
Clorofila b 3,836
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Figura 17. Cromatogramas de los estandares de los pigmentos fotosintéticos: A) B-caroteno

B) Clorofila a C) Clorofila b, correspondiente a la concentracién 50, 4, 2,5 ppm, respectivamente,

-1
resuelto en HPLC fase reversa, inyectando 50 uL de muestra a un flujo 2,0 mL/min , controlado

por bomba peristaltica cuaternaria a una longitud de 450 nm con detector UV-visible, controlado

por bomba peristaltica cuaternaria, a temperatura ambiente y con gradiente de solventes

acetonitrilo-metanol-buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0 y metanol-acetato de etilo y corrida isocratica

con la ultima mezcla de solventes.
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Figura 18. Curvas de calibracion de los estandares puros de: §-caroteno, clorofila a y b corridos en

HPLC de fase reversa.
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4 .1.3.2. Andlisis pigmentos fotosintéticos en muestras de fitoplancton:

En las muestras de fitoplancton analizadas mediante RP-HPLC, a través de los
cromatogramas (Fig. 21-22) se determind la presencia de clorofila a (Chl a), clorofila b
(Chl b) y B-caroteno. Ademas se observd que la estacionalidad se encuentra relacionada
en la variacion de la concentracion de estos distintos pigmentos fotosintéticos. En el caso
de las muestras tomadas con la botella Niskin, se aprecié una mayor concentracion de
B-caroteno en la estacion de primavera - verano tanto en la superficie (0—5 m) como en el
intermedio (5-15 m) de la columna de agua, siendo mayor en ésta, para luego disminuir en
forma considerable en la estacion de invierno (Fig. 19). Para la Chl a se evidencié una
mayor concentracion respecto a la Chl b, siguiendo la misma tendencia del B-caroteno,
con una aumento en las estaciones de primavera-verano, disminuyendo en forma
paulatina durante el otofio e invierno como se evidencia en la (p < 0.05, ANOVA, test
Tukey HSD; Tabla 6).

En las muestras de trampas a 70 m de profundidad dentro de la columna de agua
se determiné una mayor concentracion en la Chl a durante invierno, disminuyendo en
primavera y verano para terminar con un minimo de concentracion en otofo (Fig. 20). Por
otro lado, la Chl b presenté una menor concentracion en relacion a la Chl a, siguiendo la
misma tendencia en todas las estaciones del afio al igual que la Chl a (p < 0,05; Tabla 7).
En el caso del B-caroteno se aprecid una mayor concentracion en las estaciones de

primavera-verano, disminuyendo de forma considerable en otofio e invierno.
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Tabla 6. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (ppm) en extractos de fitoplancton,
obtenidos por botella Niskin. Estas fueron analizadas con HPLC fase reversa detectados a una
longitud de onda de 450 nm con un detector UV-visible, a temperatura ambiente y con una
gradiente modificada de solventes: a) acetonitrilo-metanol-buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0;
b) metanol-acetato de etilo en los diferentes tiempos de exposicion a los tratamientos de radiacion.
Los valores son promedio n= 3 £ D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de una
via para diferencias entre estaciones del afo. Letras similares indican diferencias significativas
(p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Estacion del Profundidad Concentracion Pigmento (ppm)
afio Chl a Chl b B-carot.
Invierno Superficie SM SM SM
Intermedio 1,078+ 0,030 a 0,164+ 0,027 a 2,059+ 0,365
Primavera Superficie 1,804+ 0,009 0,940+ 0,005 12,395+ 0,984
Intermedio 1,604+ a,b 0,568+ a,b 16,532+
Verano Superficie 1,313+ 0,064 0,720+ 0,017 8,680+ 0,343
Intermedio 1,437+ 0,050 0,287+ 0,032 9,727+ 0,229
Otofo Superficie 1,179+ 0,034 0,221+ 0,025 4,131+ 0,895
Intermedio 1,046+ 0,013 b 0,101+ 0,015 b 4,371+ 0,492
ANOVA
Mean SS Superficie 0,00212 0,00708 0,012141
Intermedio 0,00153 0,00373 0,12415
Mean SS Error Superficie 0,00008 0,00076 0,000515
Intermedio 0,00109 0,00223 0,01937
F(2 . Superficie 79 85 70,69
Intermedio 10,7 12,8 49,14
(3,23)
p-level Superficie p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
Intermedio p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clordfila a; Chl b: Clorofila b; 8-carot.: 8-carot eno; SM: Sin muestra

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001

(NS) valores no significativos, P > 0,05
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Tabla 7. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (ppm) en extractos de fitoplancton,
obtenidos por trampas. Estas fueron analizadas con HPLC fase reversa detectados a una longitud
de onda de 450 nm con un detector UV-visible, a temperatura ambiente y con una gradiente
modificada de solventes: a) acetonitrilo-metanol-buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0; b) metanol-acetato
de etilo en los diferentes tiempos de exposicion a los tratamientos de radiacién. Los valores son
promedio n= 3 + D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de una via para
diferencias entre estaciones del afo. Letras similares indican diferencias significativas (p<0,05)

segun el test de Tukey HSD.

Estacion del  Profundidad Concentracion Pigmento (ppm)
afio Chl a Chi b B-carot
Invierno 70m 0,627+ 0,078 a,c 0,349+ 0,040 a,c 1,475 + 1,317a,c
Primavera 70 m 0,358+ 0,068 a,b 0,163+ 0,015 a,b 4,563 £ 1,342 a,b
Verano 70m 0,198+ 0,032 ¢ 0,042+ 0,015 ¢ 4,459 £ 0,551 ¢
Otofo 70 m 0,134+ 0,230 b 0,040+ 0,223 b 1,662 + 0,622 b
ANOVA
Mean SS 0,00211 0,00215 0,02041
Mean SS Error 0,00166 0,00092 0,01792
12,3 22,7 11,01
(3,29)
p-level p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; Chl b: Clorofila b; 8-carot.: 8-carot eno
*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 (NS) valores no significativos, P < 0,05
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Figura 19. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos medidas en extractos de fitoplancton

mediante HPLC (Hewlett Packard serie 1100 Agilent) fase reversa, en muestras obtenidas por la

botella Niskin. Profundidad en: A) superficie (0-5 m), B) intermedio (5-15 m). Las muestras fueron

recolectadas durante las distintas estaciones del afio. Los valores son promedio n= 3 + D.E.
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Figura 20. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos medidas en extractos de fitoplancton

mediante HPLC (Hewlett Packard serie 1100 Agilent) fase reversa, en muestras tomadas en

trampas a una profundidad de 70 m. Las muestras fueron recolectadas durante las distintas

estaciones del aio. Los valores son promedio n=3 + D.E.
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Figura 21. Cromatogramas de pigmentos fotosintéticos en extractos de fitoplancton, muestras
obtenidas mediante botella Niskin analizados segun profundidad y estacién del afio. A) Primavera;

B) Otofio. Resuelto por HPLC (Hewlett Packard serie 1100 Agilent) fase reversa. Volumen de

-1
inyeccion de muestra 50 ul a un flujo de 2,0 mL/min , controlado por una bomba peristaltica

cuaternaria, longitud de onda de 450 nm con detector UV-visible, a temperatura ambiente.




Z

Altura (mAU)

o

fo))

I

]

o

!

i|  B-caroteno

B)

Altura mAU

1.5

61

Tiempo (min)

Figura 22: Cromatogramas de pigmentos fotosintéticos en extractos de fitoplancton, muestras

obtenidas mediante trampas a 70 m de profundidad, A) Primavera; B) Otofo. Resuelto por HPLC

(Hewlett Packard serie 1100 Agilent) fase reversa. Volumen de inyeccion de muestra 50 pl a un

-1
flujo de 2,0 mL/min , controlado por una bomba peristaltica cuaternaria, longitud de onda de

450 nm con detector UV-visible, a temperatura ambiente.



62

4.2. Efecto de la radiacion UV sobre los pigmentos fotosintéticos de macroalgas de

la zona de Niebla.

4.2.1. Espectrofotometria

4.2.1.1. Clorofila a y feopigmentos:

Las concentraciones determinadas mediante el espectrofotometro UV/visible
(SCINCO) para la clorofila a (Chl a) y feopigmentos (Pheo). Se observé en el experimento
del mes de Agosto los valores mas altos en la macroalga Ulva sp. tanto en la
concentracion de Chl a y Pheo con (0,512 mg/gPS) (0,267 mg/gPS) en relacion a
Gracilaria chilensis con (0,095 mg/gPS) (0,029 mg/gPS), siendo ambas macroalgas
tratadas con exposicidén a radiacion (p < 0.05, ANOVA, test Tukey HSD; Tabla 8a-9a). Sin
embargo, a las 24 h la Chl a aumento su concentracién, no asi los feopigmentos que
disminuyeron (Fig. 23), al término del periodo de exposicion a la radiacion, se observo que
las concentraciones de Chl a y Pheo tanto para el tratamiento UV-B como el PAR,
disminuyeron en ambas macroalgas. En el caso del experimento realizado en Octubre se
aprecio el mismo comportamiento de la concentraciones de Chl a y Pheo, siendo estas
mayores que las del mes de Agosto. Al inicio presentaron las Chl a y Pheo valores de
(1,918 mg/gPS) (0,267 mg/gPS) para Ulva y Gracilaria (2,838 mg/gPS) (1,270 mg/gPS)
respectivamente (Fig. 24). En Ulva se evidenci6é un aumento de la cantidad de Chl a a las
24 h, disminuyendo paulatinamente hasta el sexto dia de exposicidn a la radiacion en
ambos tratamientos, la concentracion de los Pheo al igual que la Chl a siguieron el mismo
comportamiento. En el caso de Gracilaria se observé una tendencia similar en la variacion
de la concentracion de Chl a y Pheo, siendo menor en relacion a Ulva (p < 0,05; Tabla
8b-9b).
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Tabla 8a. Concentraciones de clorofilas y feopigmentos (mg/gPS) en extractos de macroalga Ulva
sp. tratadas con radiacién UV-B y PAR, en el mes de Agosto. Estas fueron determinadas segun el
método de Lorenzen (1967) por medio de espectrofotometria UV/Visible a 665 y 750 nm en los
diferentes tiempos de exposicion a los tratamientos de radiacion. Los valores son promedio
n= 3 £ D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican

diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Estacion Tratamiento Tiempo Concentracion Pigmento (mg/gPS)
Chl a Pheo
Inicial 0,512+ 0,040 0,267+ 0,047
6h 0,382+ 0,315 0,542+ 0,230
uv-B 24 h 0,725+ 0,176 0,225+ 0,015
48 h 0,454+ 0,253 0,108+ 0,011
6d 0,464+ 0,256 0,104+ 0,051
Agosto
Inicial 0,512+ 0,040 0,267+ 0,047
PAR 6 h 0,757+ 0,146 0,194+ 0,032
24 h 0,929+ 0,224 0,110+ 0,069
48 h 0,735+ 0,052 0,137+ 0,020
6d 0,494+ 0,247 0,103+ 0,053
ANOVA 2 VIAS Pigmentos Tratamiento Tiempo Trat *Tiempo
Mean SS Chl a 0,00036 0,00050 0,0013
Pheo 0,0050 0,00013 0,00115
F(1,2o> Chl a 6,2 2,2 0,6
Pheo 6,2 2,2 0,6
p-level Chl a
Pheo p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; Pheo: Feopigmentos

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001

(NS) valores no significativos, P > 0,05
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Tabla 8b. Concentraciones de clorofilas y feopigmentos (mg/gPS) en extractos de macroalga Ulva
sp. tratadas con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Octubre. Estas fueron determinadas segun
el método de Lorenzen (1967) por medio de espectrofotometria UV/Visible a 665 y 750 nm en los
diferentes tiempos de exposicion a los tratamientos de radiacion. Los valores son promedio
n= 3 £ D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican

diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Estacion del afio Tratamiento Tiempo Concentracion Pigmento (mg/gPS)
Chl a Pheo
Inicial 1,918+ 0,100 0,267 +0,047
6h 1,227+ 0,620 0,542+ 0,230
uv-B 24 h 2,024+ 1,236 0,225+ 0,015
48 h 0,784+ 0,079 0,108+ 0,011
6d 0,708+ 0,204 0,104+ 0,051
Octubre
Inicial 1,918+ 0,400a 0,267+ 0,047a
6 h 1,773% 0,224 0,194+ 0,032
PAR 24 h 1,207+ 0,347 0,110+ 0,069
48 h 0,748+ 0,079 0,137+ 0,020
6d 1,352+ 0,143a 0,103+ 0,053a
ANOVA 2 VIAS Pigmentos Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Chla 0,00001 0,00013 0,00129
Pheo 0,00486 0,00129 0,00288
0 Chla 0,1 8,4 2,2
Pheo 0,1 8,4 2,2
p-level Chl a p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
Pheo p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; Pheo: Feopigmentos

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 (NS) valores no significativos, P > 0,05
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Tabla 9a. Concentraciones de clorofilas y feopigmentos (mg/gPS) en extractos de macroalga
Gracilaria chilensis tratadas con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Agosto. Estas fueron
determinadas segun el método de Lorenzen (1967) por medio de espectrofotometria UV/Visible a
665 y 750 nm en los diferentes tiempos de exposicién a los tratamientos de radiacién. Los valores
son promedio n= 3 = D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras

similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Experimento Tratamiento Tiempo Concentracion Pigmento (mg/gPS)
exposicion Chl a Pheo
Inicial 0,095+ 0,043a 0,029 + 0,017a
6h 0,128+ 0,049 0,009+ 0,001
uv-B 24 h 0,169+ 0,031 0,021+ 0,018
48 h 0,217+ 0,045a 0,018+ 0,017 a
6d 0,177+ 0,019 0,006+ 0,002
Agosto
Inicial 0,095+ 0,043a,b 0,029 £ 0,017a,b
PAR 6 h 0,287+ 0,082 0,011+ 0,002
24 h 0,219+ 0,027 0,009+ 0,001
48 h 0,212+ 0,036b 0,002 + 0,006b
6d 0,184+ 0,019a 0,026 + 0,018a
ANOVA 2 VIAS Pigmentos Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Chl a 0,00008 0,00030 0,00016
Pheo 0,00008 0,00030 0,00016
F(1,2o> Chl a 9 9 5
Pheo 9 9 5
p-level Chl a p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
Pheo p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; Pheo: Feopigmentos
*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001

(NS) valores no significativos, P > 0,05
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Tabla 9b. Concentraciones de clorofila a y feopigmentos (mg/gPS) en extractos de macroalga
Gracilaria chilensis tratadas con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Octubre. Estas fueron
determinadas segun el método de Lorenzen (1967) por medio de espectrofotometria UV/Visible a
665 y 750 nm en los diferentes tiempos de exposicién a los tratamientos de radiacién. Los valores
son promedio n= 3 = D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras

similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Experimento Tratamiento  Tiempo Concentraciéon Pigmento (mg/gPS)
exposicion Chl a Pheo
Inicial 0,162+ 0,011a 0,092+ 0,020a
6h 0,191+ 0,014 0,092+ 0,016
uv-B 24 h 0,205+ 0,020 0,062+ 0,022
48 h 0,169+ 0,049 0,060+ 0,038
6d 0,114+ 0,011a 0,014 £ 0,011a
Octubre
Inicial 0,162+ 0,011 0,092+ 0,020
6 h 0,170+ 0,071 0,069+ 0,087
PAR 24 h 0,250+ 0,250 0,064+ 0,037
48 h 0,230+ 0,250 0,048+ 0,030
6d 0,234+ 0,234 0,021+ 0,006
ANOVA 2 VIAS Pigmentos Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Chl a 0,00008 0,00020 0,00039
Pheo 0,00008 0,00020 0,00039
(1200420 Chl a 16 10 18
Pheo 16 10 18
p-level Chl a p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
Pheo p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; Pheo: Feopigmentos

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001

(NS) valores no significativos, P > 0,05
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Figura 23. Concentraciones de clorofila a y feopigmentos medidas en extractos de macroalga,
mediante el espectrofotometro UV/Visible SCINCO. Las determinaciones fueron realizadas

mediante exposicion a tratamientos de radiacion a distintos tiempo, siendo: A) UV-B y PAR en

Ulva sp., B) UV-B y PAR en Gracilaria chilensis. Las muestras fueron recolectadas en el mes de

Agosto. Los valores son promedio n=3 £ D.E.
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Figura 24. Concentraciones de clorofila a y feopigmentos medidas en extractos de macroalga,
mediante el espectrofotometro UV/Visible SCINCO. Las determinaciones fueron realizadas

mediante exposicion a tratamientos de radiacion a distintos tiempo, siendo: A) UV-B y PAR en

Ulva sp., B) UV-B y PAR en Gracilaria chilensis. Las muestras fueron recolectadas en el mes de

Octubre. Los valores son promedio n= 3 £ D.E.
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4.2.1.2. Clorofila a, b y carotenoides:

Las concentracion obtenidas mediante el espectrofotometro UV/visible (SCINCO)
para los distintos pigmentos: clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), y carotenoides. Se
evidencio que las concentraciones de estos pigmentos variaron respecto al tiempo de
exposicion a la radiaciéon que se les aplicd. En el experimento realizado en el mes de
Agosto, la Chl a al inicio con un valor de (2,099 mg/L) presentd una mayor concentracion
Ulva sp. en relacién a Gracilaria chilensis (0,703 mg/L), disminuyendo paulatinamente
hasta el término de la exposicion a la radiacion (Fig. 25). La Chl b solo se presenté en la
especie Ulva al ser esta una Chlorophyta, observandose una menor cantidad si se
compara con la Chl a. Los carotenoides en Ulva presentaron un aumento a las 24 h (0,797
mg/L) de exposicidn, para luego disminuir gradualmente hasta el sexto dia de exposicion,
manteniendo su concentracion similar durante todo el periodo de exposicion a la radiacion.
En el caso de Gracilaria los carotenoides no se evidenciaron grandes cambios en su
concentracion en los diferentes tiempos de exposicion a la radiacion. Este patron se
presentd en todos los pigmentos para ambos tratamientos tanto UV-B como PAR
(p < 0.05, ANOVA, test Tukey HSD; Tabla 10a-11a). En el caso del experimento realizado
en el mes de Octubre bajo las mismas condiciones del realizado en Agosto, quedo en
evidencia una mayor concentracion de los distintos pigmentos analizados en las dos
especies de macroalgas, respecto al experimento realizado en Agosto. La cantidad de los
pigmentos en Ulva tanto Chl a, Chl b y carotenoides se comportaron de la misma forma,
presentando una mayor concentracién al inicio (6,259 mg/L) la que fue disminuyendo
gradualmente hasta el termin6 de la exposicion tanto en el tratamiento UV-B como PAR
(Fig. 26). La concentracion de la Chl a en la especie de Gracilaria, fue aumentando desde
el inicio hasta las 48 h, para luego disminuir hasta el sexto dia de exposicién en ambos
tratamientos (2,167; 3,047 mg/L) (UV-B y PAR). Los carotenoides no presentaron grandes
cambios a medida que se le aumento el tiempo de exposicion a la radiacion,
evidenciandose una concentracion constante de este pigmento en ambos tratamientos

mencionados anteriormente (p < 0,05; Tabla 10b-11b).
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Tabla 10a. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/L) en extractos de macroalga Ulva
sp. tratadas con radiacién UV-B y PAR, en el mes de Agosto. Estas fueron determinadas segun el
método Strickland & Parson (1972) por medio de espectrofotometria UV/Visible a 480,510, 630,
647 y 664 nm en los diferentes tiempos de exposicién a los tratamientos de radiacién. Los valores
son promedio n= 3 = D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras

similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Experimento  Tratamiento  Tiempo Concentracion (mg/L)
Chla Chl b Carot.
Inicial 2,099+ 0,127 a,b 1,310+ 0,060a,b,c 0,740 £ 0,093a
6 h 0,777+ 0,1792 0,377+ 0,047 b 0,387+ 0,188
uv-B 24 h 1,006+ 0,093 0,143+ 0,070 0,797+ 0,157
48 h 0,974+ 0,174 0,208+ 0,031 ¢ 0,502+ 0,194
6d 1,314+ 0,121b 0,057+ 0,037 a 0,516 + 0,040a
Agosto
Inicial 2,099+ 0,127 1,310+ 0,060 0,740+ 0,056
6h 1,233+ 0,330 0,072+ 0,029 0,794 £ 0,144
PAR 24 h 1,630+ 0,162 0,019+ 0,017 1,403 £ 0,284a
48 h 1,423+ 0,145 0,023+ 0,015 0,903+ 0,302
6d 1,317+ 0,266 0,081+ 0,070 0,610 + 0,137a
ANOVA 2 VIAS Pigmentos Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Chl a 0,00080 0,00260 0,00035
Chl b 0,00040 0,01071 0,00068
Carot. 0,00122 0,00143 0,00063
(1.20), 420 Chla 6,7 54 0,7
Chl b 69 46,1 2,9
Carot. 27,6 8,1 3,6
p-level Chl a p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
Chl b p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
Carot. p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; Chl b: Clorofila b; Carot: carotenoides

*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 (NS) valores no significativos, P > 0,05
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Tabla 10b. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/L) en extractos de macroalga Ulva
sp. tratadas con radiacién UV-B y PAR, en el mes de Octubre. Estas fueron determinadas segun
el método Strickland & Parson (1972) por medio de espectrofotometria UV/Visible a 480,510, 630,
647 y 664 nm en los diferentes tiempos de exposicién a los tratamientos de radiacién. Los valores
son promedio n= 3 = D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras

similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Experimento  Tratamiento  Tiempo Concentracion (mg/L)
Chl a Chl b Carot.
Inicial 6,259+ 0,365 3,232+ 0,281 3,076+ 0,206
6 h 5,713+ 0,632 3,134+ 0,473 2,347+ 0,687
uv-B 24 h 5,059+ 0,302a 3,121+ 1,051a 1,830 £ 0,737a
48 h 2,743 £ 0,277 1,623+ 0,274 0,695+ 0,051
6d 2,215+ 0,573a 1,1984 0,104a 1,089+ 0,586a
Octubre
Inicial 6,259+ 0,365 3,232+ 0,281a 3,076+ 0,206a
6h 5,783+ 0,632 2,780+ 0,367 2,784+ 0,201
PAR 24 h 3,335+ 0,302a 1,434+ 0,105 1,427+ 0,137
48 h 4,049+ 0,277 1,912+ 0,309 1,689+ 0,270
6d 1,3751+ 0,573a 0,804+ 0,354a 0,54 +0,115a
ANOVA 2 VIAS Pigmentos Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Chl a 0,00060 0,01848 0,00187
Chl b 0,00057 0,00848 0,00128
Carot. 0,00112 0,01116 0,00185
(1.20), 420 Chla 4,8 30 3,0
Chl b 7,8 29,0 4.4
Carot. 22,4 19,2 3,2
p-level Chl a p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
Chl b p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
Carot. p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; Chl b: Clorofila b; Carot: carotenoides

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 (NS) valores no significativos, P > 0,05
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Tabla 11a. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/L) en extractos de macroalga
Gracilaria chilensis tratadas con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Agosto. Estas fueron
determinadas segun el método Strickland & Parson (1972) por medio de espectrofotometria
UV/Visible a 480,510, 630, 647 y 664 nm en los diferentes tiempos de exposicion a los
tratamientos de radiacion. Los valores son promedio n= 3 + D.E. Se indican los resultados de un
analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el

test de Tukey HSD.

Experimento Tratamiento Tiempo Concentracion (mg/L)
Chla Carot.
Inicial 0,703+ 0,116 0,261+ 0,085
6 h 0,773+ 0,171 0,319+ 0,057
uv-B 24 h 1,249+ 0,080 0,421+ 0,080
48 h 0,975+ 0,087 0,473+ 0,127
6d 1,177+ 0,165 0,416+ 0,072
Agosto
Inicial 0,703+ 0,216 a 0,261+ 0,085a
6h 1,393+ 0,263 0,476+ 0,167
PAR 24 h 1,633% 0,169a 0,227+ 0,126a
48 h 1,425+ 0,145 0,363+ 0,038
6d 1,318+ 0,261 0,378+ 0,054
ANOVA 2 VIAS Pigmentos Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Chl a 0,00068 0,0145 0,00037
Carot. 0,00103 0,00103 0,00193
(1.20), 420 Chla 4,9 2,6 0,7
Carot. 1,06 2,67 2,66
p-level Chl a p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
Carot. p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; Carot: carotenoides

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001

(NS) valores no significativos, P > 0,05
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Tabla 11b. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/L) en extractos de macroalga
Gracilaria chilensis tratadas con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Octubre. Estas fueron
determinados segun el método Strickland & Parson (1972) por medio de espectrofotometria
UV/Visible a 480,510, 630, 647 y 664 nm en los diferentes tiempos de exposicion a los
tratamientos de radiacion. Los valores son promedio n= 3 + D.E. Se indican los resultados de un
analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el

test de Tukey HSD.

Estacion Tratamiento Tiempo Concentracion (mg/L)
Chla Carot.
Inicial 2,838+ 0,084a,b,c 1,270+ 0,026 a,b,c
6 h 3,291+ 0,141 1,352+ 0,057
uv-B 24 h 3,092+ 0,276¢ 1,387+ 0,131c
48 h 3,175+ 0,040b 1,445+ 0,189b
6d 2,167+ 0,224a 1,019+ 0,053a
Octubre
Inicial 2,938+ 0,084a,b,c 1,270+ 0,026a,b,c
6h 2,977+ 0,373 1,292+ 0,129
PAR 24 h 3,355+ 0,354c¢ 1,552+ 0,239 ¢
48 h 2,855+ 0,346b 1,264+ 0,076b
6d 3,047+ 0,296a 1,241+ 0,096a
ANOVA 2 VIAS Pigmentos Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Chl a 0,00033 0,00044 0,00046
Carot. 0,00050 0,00024 0,00010
(1.20), 420 Chla 2,1 43 4,5
Carot. 1 7 3
p-level Chl a p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
Carot. p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; Carot: Carotenoides

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001

(NS) valores no significativos, P > 0,05
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Figura 25, Concentraciones de clorofila a, b y carotenoides medidas en extractos de macroalga,
mediante el espectrofotometro UV/Visible SCINCO. Las determinaciones fueron realizadas
mediante exposicion a tratamientos de radiacion a distintos tiempo, siendo: A) UV-B y PAR en

Ulva sp., B) UV-B y PAR en Gracilaria chilensis. Las muestras fueron recolectadas en el mes de
Agosto. Los valores son promedio n=3 + D.E.
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Figura 26. Concentraciones de clorofila a, b y carotenoides medidas en extractos de macroalga,

mediante el espectrofotometro UV/Visible SCINCO. Las determinaciones fueron realizadas

mediante exposicion a tratamientos de radiacion a distintos tiempo, siendo: A) UV-B y PAR en Ulva

sp., B) UV-B y PAR en Gracilaria chilensis. Las muestras fueron recolectadas en el mes de

Octubre. Los valores son promedio n= 3 £ D.E.
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4.2.1.3. Ficobiliproteinas:

Las concentraciones obtenidas de las ficobiliproteinas, presentes en la division
Rodophyta (algas rojas), donde se analizé la ficoeritrina (R-PE) de la macroalga Gracilaria
chilensis, la cual fue expuesta a diferentes tratamiento de radiacion. Se evidencié en
experimento realizado en el mes Agosto la concentracion de ficoeritrina en las algas
tratadas con UV-B desde el inicio de la exposicion disminuyé paulatinamente hasta las
24 h, aumentando a las 48 h de 0,076 a 0,150 mg/gPS, para luego disminuir hasta el 6 d
de exposicion a la radiacién, observandose un aumento de 0,076 a 0,185 mg/gPS de la
concentracion de la R-PE en las algas irradiadas solo con PAR, a las 48 h, disminuyendo
también al 6 d de exposicidon (p < 0.05, ANOVA, Tukey HSD test; Tabla 12a). Es decir en
el tratamiento UV-B aument6é 0,074 veces y con PAR 0,109; se puede decir que hay
diferencia entre ambos tratamientos, observandose una disminucion drastica de la
concentracion de la ficoeritrina debido al exceso de UV-B. En el caso del experimento del
mes de Octubre realizado bajo las mismas condiciones que el del mes de Agosto
(Fig. 27). Se evidencio un aumento de la concentracion de R-PE desde el inicio de la
exposicion a la radiaciéon en ambos tratamientos, a las 48 h en el tratamiento UV-B
aumento de 0,106 a 1,171 mg/gPS, en cambio en el tratamiento solo con PAR de 0,106 a
0,157 mg/gPS. Al comparar ambos tratamientos de radiacion a la que fueron sometidas
las algas se observa un mayor aumento en UV-B con 0,065 veces respecto a la irradiacion
con PAR de 0,051(p < 0,05; Tabla 12b), al 6 d de exposicion se evidencié una drastica
disminucidén de la concentracion de R-PE en el tratamiento UV-B y un aumento en el

tratamiento PAR, concordando con lo observado en el experimento del mes de Agosto.
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Tabla 12a. Determinacién de la concentracion de ficoeritrina (mg/gPS) por el método de Beer &
Eschel (1985), en extractos de macroalga Gracilaria chilensis, tratadas con radiaciéon UV-B y PAR,
en el mes de Agosto, por medio de espectrofotometria UV/Visible a 455, 564 y 592 nm en los
diferentes tiempos de exposicién a los tratamientos de radiacién. Los valores son promedio n= 3 +
D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican

diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Experimento Tratamiento  Tiempo Concentracién Pigmento (mg/gPS)
exposicion R-PE
Inicial 0,076+ 0,021
6h 0,051+ 0,019
uv-B 24 h 0,038+ 0,013
48 h 0,150+ 0,021
6d 0,023+ 0,009
Agosto
Inicial 0,076 + 0,021a,b,c
6 h 0,183 + 0,037a
PAR 24 h 0,186 + 0,020b
48 h 0,185 + 0,039¢c
6d 0,126 + 0,024
ANOVA 2 VIAS Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS 0,00046 0,00028 0,00022
(1,20), 4,20 56 9 7
p-level p<0,001*** p<0,001*** p<0,001™***

R-PE: R-Ficoeritrina
*P <0,05; **P < 0,01; *™*P < 0,001***  (NS) valores no significativos, P > 0,05
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Tabla 12b. Determinacion de la concentracion de ficoeritrina (mg/gPS) por el método de Beer &
Eschel (1985), en extractos de macroalga Gracilaria chilensis, tratadas con radiaciéon UV-B y PAR,
en el mes de Octubre, por medio de espectrofotometria UV/Visible a 455, 564 y 592 nm en los
diferentes tiempos de exposicién a los tratamientos de radiacién. Los valores son promedio n= 3 +
D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican

diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Experimento Tratamiento  Tiempo Concentracion Pigmento (mg/gPS)
exposicion R-PE
Inicial 0,106% 0,106
6 h 0,133+ 0,133
uv-B 24 h 0,160+ 0,160
48 h 0,171+ 0,171
6d 0,044+ 0,044
Octubre
Inicial 0,106+ 0,012
6h 0,163+ 0,022
PAR 24 h 0,178+ 0,047
48 h 0,157+ 0,036
6d 0,199+ 0,027
ANOVA 2 VIAS Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS 0,00048 0,00012 0,00022
(1,20), 4,20 6 2 4
p-level p<0,05* p<0,05* p<0,05*

R-PE: R- Ficoeritrina
*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 (NS) valores no significativos, P > 0,05
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Figura 27. Concentraciones de ficoeritrina (R-PE) en extractos de macroalga Gracilaria chilensis
obtenidas, mediante el espectrofotometro UV/Visible SCINCO. Las determinaciones fueron
realizadas mediante exposicion a tratamientos de radiacion (UV-B y PAR) a distintos tiempos.
A) experimento del mes de Agosto, B) experimento del mes de Octubre. Los valores son
promedio n=3 = D.E.

4.3.2. HPLC

4.3.2.1. Pigmentos fotosintéticos en las macroalgas:

Las concentraciones obtenidas para los distintos pigmentos fotosintéticos
analizados en ambas especies de macroalgas mediante la técnica de RP-HPLC a través
de los cromatogramas (Fig. 30-31), presentaron una variacién segun los distintos tiempos
de exposicion a la radiacion. En el experimento realizado en el mes de Agosto se observo
los contenidos de Chl a al inicio son mayores en la especie de Ulva sp. (5,608 mg/gPS) en
relacion a Gracilaria chilensis (0,897 mg/gPS). En el caso de la Chl b presente solo en
Ulva se observd menor concentracién con (0,777 mg/gPS) respecto a la Chl a. La
concentracion de [-caroteno es similar en ambas especies (31,983 mg/gPS) (32,268
mg/gPS) para Ulva y Gracilaria respectivamente, a las pocas horas de exposicion mantuvo
una concentracion similar (Fig. 28), para luego aumentar al sexto dia de exposicion a la

radiacidon en una mayor proporcion las muestras tratadas con UV-B en exceso respecto a
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aquellas muestras tratadas solo con PAR para la especie Ulva (81,656 mg/gPS) (47,206
mg/gPS), en el caso de Gracilaria no presentd un aumento considerable respecto a su
concentracion inicial siendo estas (27,802 mg/gPS) en UV-B y (13,881 mg/gPS) en PAR.
Cabe destacar que en la especie de Ulva a las 6 h de exposicion a la radiacion en PAR
ocurri6 un aumento excesivo en la produccion de [B-caroteno presentado un valor de
(117,592 mg/gPS), lo cual se pudo deber a una fotoaclimatacion del alga al exceso de
radiacion (p < 0.05, ANOVA, test Tukey HSD; Tabla 13a-14a). En el caso del experimento
realizado en el mes de Octubre se evidencié lo opuesto al realizado en Agosto, los
contenidos de Chl a aumentaron en la especie de Ulva, siendo (14,445 mg/gPS), en el
caso de Gracilaria se mantuvo practicamente igual que en el experimento de agosto con
una concentracion de (0,874 mg/gPS). La Chl b siguié la misma tendencia que la Chl a
aumentado su contenido en (3,053 mg/gPS) (Fig. 29). Respecto al B-caroteno se aprecio
una mayor concentracién al inicio de la exposicion a la radiacion (12,088 mg/gPS) (6,526
mg/gPS) para ambas microalgas, Ulva y Gracilaria respectivamente (p < 0,05; Tabla 13a-
14b), el cual fue disminuyendo gradualmente hasta el sexto dia, evidenceandose un
aumento debido al estrés UV-B respecto a PAR. Se aprecia que la concentracién del

B-caroteno difiere drasticamente en ambos experimentos.
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Tabla 13a.

Ulva sp. tratadas con radiacién UV-B y PAR, en el mes de Agosto. Estas fueron analizadas con

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/gPS) en extractos de macroalga

HPLC fase reversa detectados a una longitud de onda de 450 nm con un detector UV/visible, a
temperatura ambiente y con una gradiente modificada de solventes: a) acetonitrilo-metanol-buffer
Tris HCL 0,1 M pH 8,0 b) metanol-acetato de etilo. Los valores son promedio n= 3 + D.E. Se
indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican diferencias

significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Especie Tratamiento  Tiempo Concentracion (mg/gPS)
exposicion Chla Chl b B-carot
Inicial 5,608+ 1,171 0,777+ 0,185 31,983+ 0,262
6h 5,021+ 1,011 0,787+0,212 17,143+ 1,148
uv-B 24 h 6,677+ 1,119 0,991+ 0,173 22,537+ 0,620
48 h 4,886+ 1,114 0,934+ 0,344 24,105+ 0,792
6d 5,152+ 0,632 0,780+ 0,208 81,656+ 9,136
Agosto
Inicial 5,608+ 1,171a 0,777+ 0,185a 31,983+ 0,262
6h 6,648+ 1,018 0,897+ 0,147 117,592+ 2,758
PAR 24 h 11,682+ 3,238 2,590+ 0,705 26,294+ 4,230
48 h 7,626+ 0,890 1,270 0,315 52,244+ 3,607
6d 6,110+ 0,585a 0,288+ 0,191a 47,206+ 2,812
ANOVA 2 VIAS Pigmentos Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Chl a 0,00594 0,00901 0,00323
Chl b 0,00594 0,00901 0,00323
B-carot 0,00594 0,00901 0,00323
(120420 Chla 17,79 6,75 2,42
Chl b 17,79 6,75 2,42
B-carot 17,79 6,75 2,42
p-level Chl a p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
Chl b p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
B-carot p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; Chl b: Clorofila b; B-carot: 8-caroteno

*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 (NS) valores no significativos, P > 0,05
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Tabla 13b. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/gPS) en extractos de macroalga
Ulva sp tratadas con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Octubre. Estas fueron analizadas con
HPLC fase reversa detectados a una longitud de onda de 450 nm con un detector UV/visible, a
temperatura ambiente y con una gradiente modificada de solventes: a) acetonitrilo-metanol-buffer
Tris HCL 0,1 M pH 8,0 b) metanol-acetato de etilo. Los valores son promedio n= 3 + D.E. Se
indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican diferencias

significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Especie Tratamiento  Tiempo de Concentracion (mg/gPS)
exposicion  Chla Chl b B-carot
Inicial 14,445 + 0,971a,b,c 3,053+ 0,146a,b,c 12,088 + 0,521a
6h 15,430+ 2,750 2,883+ 0,721 12,505+ 1,635
uv-B 24 h 9,5218+1,615a 1,266+ 0,195a 2,208 £ 0,199
48 h 7,0171+1,219b 0,9482+ 0,166b 1,262 £ 0,018a
6d 5,4481+ 0,937c 1,1595+ 0,581¢ 2,383+ 1,092
Octubre
Inicial 14,445 + 0,097a,b,c 3,053+ 0,146a,b,c 12,088 £ 0,521a
6h 13,361+ 0,860 3,149+ 0,073 11,063 + 0,476a
PAR 24 h 6,5199+ 0,488a 1,337+ 0,114 a 4,233+ 0,819
48 h 9,1632+ 0,100b 1,951+ 0,101b 6,762+ 0,936
6d 3,8532+ 0,842c 0,501+ 0,107c 7,245+ 0,239
ANOVA 2 VIAS Pigmentos Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Chl a 0,00066 0,04412 0,00275
Chl b 0,00066 0,04412 0,00275
B-carot 0,00224 0,03188 0,00382
(120420 Chla 4,5 75,9 4,7
Chl b 49 75,9 4,7
B-carot 2,84 10,10 1,21
p-level Chl a p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
Chl b p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
B-carot p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; Chl b: Clorofila b; B-carot: 8-caroteno

*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 (NS) valores no significativos, P > 0,05
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Tabla 14a.

Gracilaria chilensis tratadas con

Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/gPS) en extractos de macroalga
radiacion UV-B y PAR, en el mes de Agosto. Estas fueron
analizadas con HPLC fase reversa detectados a una longitud de onda de 450 nm con un detector
UV/visible, a temperatura ambiente y con una gradiente modificada de solventes: a) acetonitrilo-
metanol-buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0 b) metanol-acetato de etilo. Los valores son promedio n=3 %

D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican

diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Estacion Tratamiento Tiempo Concentracion (mg/gPS)
exposicion Chla B-carot
Inicial 0,897+ 0,057a,b 32,268 + 0,538 a,b
6h 0,723+ 0,020b 30,675 + 1,968b
uv-B 24 h 0,824+ 0,096 25,496+ 2,744
48 h 1,031+ 0,020 15,102+ 0,370
6d 0,627+ 0,033a 27,802 + 1,580a
Agosto
Inicial 0,897+ 0,057a,b 32,268 + 0,538a,b
6 h 0,745+ 0,048 22,221 +2,707b
PAR 24 h 1,020+ 0,009 16,316+ 0,640
48 h 1,126+ 0,106 15,173+ 0,595
6d 0,665+ 0,107a 13,881+ 1,972a
ANOVA 2 VIAS Pigmentos Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Chl a 0,00008 0,00175 0,00008
B-carot 0,00008 0,00175 0,00008
(120420 Chla 9 47 2
B-carot 9 47 2
p-level Chla p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
B-carot p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; B-carot: B-caroteno

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001

(NS) valores no significativos, P > 0,05
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Tabla 14b. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (mg/gPS) en extractos de macroalga
Gracilaria chilensis tratadas con radiacion UV-B y PAR, en el mes de Octubre. Estas fueron
analizadas con HPLC fase reversa detectados a una longitud de onda de 450 nm con un detector
UV/visible, a temperatura ambiente y con una gradiente modificada de solventes: a) acetonitrilo-
metanol-buffer Tris HCL 0,1 M pH 8,0 b) metanol-acetato de etilo. Los valores son promedio n= 3 %
D.E. Se indican los resultados de un andlisis de ANOVA de 2 Vias. Letras similares indican

diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Estacion Tratamiento Tiempo Concentracion (mg/gPS)
exposicion Chl a B-carot
Inicial 0,874+ 0,115a,b,c 6,526 + 0,263a,b
6h 0,574+ 0,041 5,230+ 0,738
uv-B 24 h 0,369+ 0,046¢ 2,393+ 0,256
48 h 0,414+ 0,082b 0,940 £ 0,163b
6d 0,157+ 0,061a 0,709 £ 0,046a
Octubre
Inicial 0,874+ 0,115a,b 6,526+ 0,263a,b
6 h 0,502+ 0,026 1,207% 0,296
PAR 24 h 0,501+ 0,026 1,137+ 0,100
48 h 0,416+ 0,031b 1,793 £ 0,319
6d 0,306+ 0,014a 4,059 £ 0,226a
ANOVA 2 VIAS Pigmentos Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Chl a 0,00007 0,00202 0,00021
B-carot 0,00007 0,00202 0,00021
(1.20), 420 Chla 10 72 7
B-carot 10 72 7
p-level Chl a p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***
B-carot p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

Chl a: Clorofila a; B-carot: B-caroteno.

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001

(NS) valores no significativos, P < 0,05
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Figura 28. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos medidas en extractos de macroalga, en

30 mg de muestra peso seco, segun los tratamientos de radiacion. En analisis se realizé mediante

HPLC (Hewlett Packard serie 1100 Agilent) fase reversa. A) UV-B y PAR en Ulva sp. B) UV-B y

PAR en Gracilaria chilensis. Las muestras fueron recolectadas en el mes de Agosto. Los valores
son promedio n=3 + D.E.
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Figura 29. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos medidas en extractos de macroalga, en

30 mg de muestra peso seco, segun los tratamientos de radiacién. En analisis se realizé mediante
HPLC (Hewlett Packard serie 1100 Agilent) fase reversa. A) UV-B y PAR en Ulva sp, B) UV-B y

PAR en Gracilaria chilensis. Las muestras fueron recolectadas en el mes de Octubre. Los valores
son promedio n=3 £ D.E.
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Figura 30. Cromatogramas de los pigmentos fotosintéticos en extractos de macroalga A) Ulva sp.

B) Gracilaria chilensis en los distintos tiempos de exposicién a la radiacion, recolectadas en el mes

de Agosto. Resuelto por HPLC (Hewlett Packard serie 1100 Agilent) fase Reversa. Volumen de

-1
inyeccion de muestra 50 pl a un flujo de 2,0 mL/min , controlado por una bomba peristaltica

cuaternaria, longitud de onda de 450 nm con detector UV-visible, a temperatura ambiente.
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Figura 31. Cromatogramas de los pigmentos fotosintéticos en extractos de macroalga A) Ulva sp.

B) Gracilaria chilensis en los distintos tiempos de exposicidon a la radiacion, recolectadas en el mes
de Octubre. Resuelto por HPLC (Hewlett Packard serie 1100 Agilent) fase Reversa. Volumen de

-1
inyeccion de muestra 50 yl a un flujo de 2,0 mL/min , controlado por una bomba peristaltica

cuaternaria, longitud de onda de 450 nm con detector UV-visible, a temperatura ambiente.
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4.3. Efecto de la radiacion UV sobre la fotosintesis de macroalgas de la zona de

Niebla.

4.3.1 Rendimiento Cuantico Maximo (Fv/Fm):

Los valores de Fv/Fm obtenidos en las macroalgas Ulva sp., pertence a la division
Chlorophyta y Gracilaria chilensis a la Rodophyta, el cual representa la eficiencia
fotosintética del alga adaptado a la oscuridad, variaron durante los distintos tiempos de
exposiciéon a la radiacion en los diferentes tratamientos. Los resultados muestran una
mayor sensibilidad al tratamiento UV-B respecto al PAR. En el experimento realizado en el
mes de Agosto, fue posible observar una disminucién paulatina de este parametro desde
el inicio hasta el sexto dia de exposicion a radiacion, en Ulva (Fig. 32). En el caso de la
Gracilaria también ocurre un descenso, partiendo desde el inicio hasta el sexto dia a la
exposicion a radiacion, los valores de Fv/Fm sufren un descenso considerable respecto al
valor inicial (p < 0.05, ANOVA, test Tukey HSD; Tabla 15a). Adicionalmente se evidencio
la presencia de cistocarpos al final del tiempo de exposicion a la radiacion en ambos
tratamientos.

En ambas especies de macroalgas Ulva y Gracilaria la exposicién a la radiacion
provoco despigmentacion, en mayor proporcion en Gracilaria. En el caso del experimento
realizado en el mes de Octubre se aprecido la misma tendencia en los valores del
rendimiento cuantico maximo, en ambas especies de macroalgas disminuyeron en forma
paulatina desde el inicio hasta finalizar el experimento (p < 0.05, ANOVA, test Tukey HSD;
Tabla 15b), en el caso de Gracilaria ocurri6 en mayor proporcion respecto a Ulva.
(Fig. 33) Repitiéndose la formacién de cistocarpos nuevamente en esta macroalga.

Ademas de la despigmentacién en ambas.
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Tabla 15a. Efecto de la radiacion UV el rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm) medidos en
extractos de macroalga Ulva sp. y Gracilaria chilensis. Las determinaciones fueron realizadas
mediante exposicion a tratamientos de radiacion a distintos tiempos, en el mes de Agosto. Los
valores son promedio n= 3 + D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias.

Letras similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Periodo Tratamiento Tiempo Fv/Fm
exposicion Ulva Gracilaria
Inicial 0,770+ 0,020 a 0,695+ 0,039
6h 0,683+ 0,047 0,624+ 0,034
uv-B 24 h 0,658+ 0,069 0,581+ 0,051
48 h 0,622+ 0,125 0,61+ 0,067
6d 0,592+ 0,057a 0,209+ 0,043a
Agosto
Inicial 0,770+ 0,020a 0,695+ 0,039
6 h 0,748+ 0,024 0,664+ 0,035
PAR 24 h 0,739+ 0,038 0,624+ 0,060
48 h 0,725+ 0,036 0,501+ 0,047
6d 0,572+ 0,033a 0,338+ 0,081a
ANOVA 2 VIAS Especie Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Ulva 0,00005 0,00046 0,00004
Gracilaria 0,00004 0,00461 0,00036
(1410, 4,110 Ulva 22 49 5
Gracilaria 15 42 32
p-level Ulva p<0,001*** 1<0,001*** 1<0,001***
Gracilaria p<0,001*** 1<0,001*** 1<0,001***

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001

(NS) valores no significativos, P > 0,05
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Tabla 15b. Efecto de la radiacion UV el rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm) medidos en

extractos de macroalga Ulva sp. y Gracilaria chilensis. Las determinaciones fueron realizadas

mediante exposicién a tratamientos de radiacion a distintos tiempos, en el mes de Octubre. Los

valores son promedio n= 3 + D.E. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias.

Letras similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

Periodo Tratamiento Tiempo Fv/Fm
exposicion Ulva Gracilaria
Inicial 0,725+ 0,033a 0,636+ 0,049a
6h 0,649+ 0,065 0,615+ 0,056
uv-B 24 h 0,664+ 0,083 0,558+ 0,093
48 h 0,665+ 0,059 0,559+ 0,092
6d 0,621+ 0,108a 0,405+ 0,118a
Octubre
Inicial 0,725+ 0,033a 0,636+ 0,049a
6h 0,723+ 0,040 0,591+ 0,101
PAR 24 h 0,706+ 0,052 0,626+ 0,046
48 h 0,657+ 0,094 0,645+ 0,037
6d 0,559+ 0,084a 0,448+ 0,099a
ANOVA 2 VIAS Especie Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Ulva 0,0000 0,00025 0,00011
Gracialaria 0,00003 0,00084 0,00006
(1,110), 4,110 Ulva 0 15 6
Gracilaria 4 29 2
p-level Ulva p<0,001*** 1<0,001*** 1<0,001***
Gracilaria p<0,001*** 1<0,001*** 1<0,001***

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001

(NS) valores no significativos, P > 0,05
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Figura 32. Parametros de fluorescencia (Fv/Fm: rendimiento cuantico maximo) medidos en
extractos de macroalga A) Ulva sp. y B) Gracilaria chilensis, mediante el fluorimetro de amplitud
modulada PAM 2000. Las determinaciones fueron realizadas a través de exposicién a radiacion a

distintos tiempos. Las muestras fueron recolectadas en el mes de Agosto. Los valores son

promedio n=3 = D.E.
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Figura 33. Parametros de fluorescencia (Fv/Fm: rendimiento cuantico maximo) medidos en

extractos de macroalga A) Ulva sp.y B) Gracilaria chilensis, mediante el fluorimetro de amplitud

modulada PAM 2000. Las determinaciones fueron realizadas a través de exposicién a radiacién a

distintos tiempos. Las muestras fueron recolectadas en el mes de Octubre. Los valores son

promedio n=3 = D.E.
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4.3.2 Tasa de transporte de electrones (ETR):

Los valores obtenidos en términos de la tasa de transporte de electrones en las
macroalgas Ulva sp. y Gracilaria chilensis, que representa el transito de los electrones a
través de los diferentes componentes del aparato fotosintético, fue determinada utilizando
las curvas ETR v/s radiacion, como se muestra en las figuras 34-35. Se observd que el
ETR varioé durante los distintos tiempos de exposicion a la radiacion entre los diferentes
tratamientos, observandose el mismo comportamiento que sufrié el rendimiento cuantico
maximo (Fv/Fm). Los resultados también muestran una mayor sensibilidad al tratamiento
UV-B respecto al PAR. En el experimento realizado en el mes de Agosto, se aprecio que
ambas especies de macroalgas: Ulva y Gracilaria exhiben las mayores tasas de transporte
de electrones al inicio del experimento, observandose una disminucién paulatina de este
parametro (p < 0.05, ANOVA, test Tukey HSD; Tabla 16a) durante las 6 h hasta el sexto
dia de exposicion a radiacion (Fig. 34), tanto para los tratamientos UV-B y PAR. En el
caso del experimento del mes de Octubre, se aprecidé el mismo comportamiento de este
parametro bajo el efecto de la radiacion (p < 0,005; Tabla 16b) los valores son menores en
este mes para ambas macroalgas en relacién al realizado en el mes de Agosto, siendo
mayor el descenso en Gracilaria (Fig. 35). Presentado los valores al inicio en relacion al

sexto dia para Ulva y Gracilaria respectivamente.
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Tabla 16a. Efecto de la radiacion UV en la tasa de transporte de electrones (ETR) medidos en
extractos de macroalga Ulva sp. y Gracilaria chilensis. Las determinaciones fueron realizadas
mediante exposicion a tratamientos de radiacion a distintos tiempos, en el mes de Agosto. Los
valores son promedio n= 3. Se indican los resultados de un analisis de ANOVA de 2 Vias. Letras

similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

ANOVA 2 VIAS Especie Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Ulva 0,00264 0,07150 0,00213
Gracilaria 0,00104 0,09726 0,00363
(11004, 100 Ulva 0,81 5,48 0,16
Gracilaria 0,58 13,60 0,51
p-level Ulva p<0,05 p<0,001 p<0,956528 NS
Gracilaria p<0,001 p<0,001 p<0,05

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 (NS) valores no significativos, P > 0,05

Tabla 16b. Efecto de la radiaciéon UV en la tasa de transporte de electrones (ETR) medidos en
extractos de macroalga Ulva sp. y Gracilaria chilensis. Las determinaciones fueron realizadas
mediante exposicién a tratamientos de radiacion a distintos tiempos, en el mes de Octubre. Los
valores son promedio. Se indican los resultados de un andlisis de ANOVA de 2 Vias. Letras

similares indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey HSD.

ANOVA 2 VIAS Especie Tratamiento Tiempo Trat * Tiempo
Mean SS Ulva 0,01720 0,02946 0,01290
Gracilaria 0,00709 0,00809 0,00388
(1.100),4.100 Ulva 7,74 3,31 1,45
Gracilaria 29,8 8,5 4.1
p-level Ulva p<0,001*** p<0,01** p<0,01 **
Gracilaria p<0,001*** p<0,001*** p<0,001***

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 (NS) valores no significativos, P > 0,05
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Figura 34. Parametros de fluorescencia ETR (Tasa de transporte de electrones) medidos en
extractos de macroalga, mediante el fluorimetro de amplitud modulada PAM 2000. Las
determinaciones fueron realizadas mediante exposicién a radiacion a distintos tiempos, siendo
A) Ulva sp, tratada con UV-B y PAR B) Gracilaria chilensis tratada con UV-B y PAR. Las muestras

fueron recolectadas en el mes de Agosto. Los valores son promedio n= 3.
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Figura 35. Parametros de fluorescencia ETR (Tasa de transporte de electrones) medidos en
extractos de macroalga, mediante el fluorimetro de amplitud modulada PAM 2000. Las
determinaciones fueron realizadas mediante exposicion a radiacion a distintos tiempos, siendo
A) Tratamiento UV-B y PAR en Ulva sp B) Tratamiento UV-B y PAR en Gracilaria chilensis. Las

muestras fueron recolectadas en el mes de Octubre. Los valores son promedio n= 3.
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5.- DISCUSION

Con la presente tesis se evaludé la composicion espacial y temporal de los
pigmentos fotosintéticos presente en la columna de agua en la plataforma submareal de la
zona de Coihuin (Puerto Montt) y el efecto de la radiaciéon UV sobre la fotosintesis y
comportamiento de los pigmentos en macroalgas bentdnicas representantes de dos
grupos taxonémicos: Ulva sp. (Chlorophyta) y Gracilaria chilensis (Rhodophyta).

La dinamica de los pigmentos (clorofilas, carotenoides y ficobiliproteinas) fue
analizada mediante técnicas espectrofotométricas (UV-Visible) y cromatograficas (HPLC
de fase reversa). Los resultados obtenidos mediante espectrofotometria permitieron
realizar un analisis cualitativo de los pigmentos a través de sus respectivas absorbancia.
Respecto a los pigmentos fotosintéticos se pudo observar el espectro caracteristico de la
familia de los carotenoides con su banda espectral entre los 450 y 480 nm y el de las
clorofilas con dos picos maximos entre 422 con 666 nm y 475 con 645 nm, lo cual
corresponde a clorofila a y b respectivamente (Stryer, 2002). Estos espectros de absorcién
obtenidos sugieren la presencia de determinados pigmentos, incluyendo en el espectro al
total de compuestos que absorben en un rango determinado de longitud de onda. Por ello,
se realiz6 la separacion e identificacion de algunos pigmentos, mediante un analisis
cualitativo y cuantitativo por medio de la técnica de HPLC fase reversa.

Las determinaciones de pigmentos en la columna de agua fueron complementadas
con estudios sobre el efecto de la radiacion UV bajo condiciones de laboratorio sobre
pigmentos de algas bentdnicas con el de evidenciar posibles cambios que puedan ser
extrapolados a la situaciones el ambiente natural. Como una forma de estimar
paralelamente el estatus fisioldgico, fotosintesis a través de la fluorescencia de la clorofila
del fotosistema Il (PSIl) fue medida (Henley et al., 1991; Schreiber et al., 1995; Hanelt,
1996; Hader & Figueroa, 1997).
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5.0.1. Variacidon estacional y en profundidad de los pigmentos fotosintéticos en

muestras de fitoplancton de la zona de Coihuin.

La dinamica del fitoplancton en los ecosistemas acuaticos se encuentra afectada
por interacciones complejas, entre éstos por factores ambientales tales como radiaciéon
solar, temperatura, salinidad, nutrientes asi como geomorfométricas e hidrolégicas del
area, entre ellas la conformacion geografica, circulacion de las aguas y tasa de renovacion
(Letelier et al. 1993; Ostrovsky & Yacobi 1999; Cardoso & Marques 2004).

En relacién con la radiacién solar, la columna de agua la atenua fuertemente, por lo
tanto la cantidad de energia recibida en cualquier profundidad depende no sélo de la
luminosidad de la superficie, sino que también por la capacidad del cuerpo de agua de
absorber e interceptar los fotones, lo cual se estima a través del parametro denominado
coeficiente de atenuacién (Ky). Los componentes que atenuan la luz en el sistema acuatico
son el agua, la materia disuelta especialmente el carbono organico disuelto (DOC),
material particulado (fitoplancton) y varios tipos de detritus (Kirk, 1994). En la zona de
Coihuin, los perfiles de radiacién solar sub-acuatica de un dia soleado de verano indican
una penetracion de la radiacion PAR hasta profundidades cercanas a 40 m, mientras la
radiacion UV-A y UV-B se atenuan a profundidades de 12 y 5 m, respectivamente
(Fig. 12).

En general, la radiacion solar en el medio acuatico sufre constantes variaciones
espacio-temporales en calidad y cantidad. En el caso de la radiacién fotosintéticamente
activa (PAR), variaciones estacionales y locales ocurren, las cuales son debido a
nubosidad, la accién de las olas, el grado de turbidez. Aunque normalmente los
organismos sufren déficit de luz para realizar fotosintesis, existen periodos en los cuales
ellos son expuestos a altas irradiancias en la superficie, lo cual puede conllevar a procesos
de fotoinhibicion afectando la abundancia y biomasa en dichas capas (Kirk, 1994).

Las fluctuaciones de las concentraciones de los distintos pigmentos fotosintéticos
presentes en la columna de agua en la plataforma submareal de Coihuin (Puerto Montt)
experimentaron una variacion estacional. Sin embrago, hubo diferencias entre los dos
métodos utilizados para cuantificarlos: Por ejemplo, mientras que por el método

espectrofotométrico, las clorofilas fueron los pigmentos dominantes, el uso de HPLC
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evidencié una predominancia de los carotenoides (p-caroteno). Estas diferencias
claramente indican la mayor sensibilidad del método de HPLC para detectar pigmentos
absorbiendo en rangos menores a 500 nm.

En el caso de los pigmentos medidos por el método espectrofotométrico, se
observd mayores concentraciones de pigmentos en la estacién de primavera y menores
valores en invierno en las capas superiores de la columna de agua (hasta 15 m). Este
patrén coincide con la dinamica estacional del fitoplancton en regiones templadas descrita
por Raymont (1980) y Neshba (1987), basandose en la condicion de mezcla o
estratificacion que presenta la columna de agua, condiciones que se pueden determinar a
partir de variables de temperatura y salinidad. Los aumentos en las concentraciones de los
distintos pigmentos fotosintéticos, lo cual ocurrié similar en cada uno de ellos, se explicaria
por aumentos en las condiciones de luminosidad y mayor disponibilidad de nutrientes
luego del invierno en la zona. Debido a que la concentracion de pigmentos detectada por
los diferentes métodos y férmulas incrementa en funcion de la luz, estos valores
indudablemente pueden ser correlacionados con aumentos en el numero de células en la
columna de agua mas que con incrementos en la concentracién de pigmentos por célula.
Es interesante identificar que a profundidades entre 5 y 15 m, los valores de feopigmentos
pueden llegar a ser mayores que la Chl a, sobre todo en verano, cuando una mayor
estratificacion de la columna de agua. La resolucion usando HPLC, indica mayores valores
de carotenoides durante primavera, mientras que Chl a y b varian en menor grado, aunque
también significativamente.

Considerando la profundidad, los resultados indicaron que una profundidad de 70 m
se observd una mayor concentracion de los distintos pigmentos medidos por
espectrofotometria durante invierno, presentando un menor valor en el otofio. Estos
valores contrastan con los patrones observados en la columna de agua y no se
correlacionan con el régimen de sedimentacién en la zona. Por un lado, durante invierno
tanto la concentracion de pigmentos disponible para sedimentar y la tasa de
sedimentacibn son menores, por lo tanto seria esperable encontrar menores
concentraciones de pigmentos en este periodo. Sin embargo, si los valores son calculados

en términos de masa, las tendencias se invierten (valores decrecen en invierno) y reflejan
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mejor la tendencia esperada. Lo que es claro, es el aumento de los feopigmentos en
relacion a la Chl a, lo cual se acentua en invierno.

En el caso de los valores medidos usando HPLC, carotenos y chls tienen un
comportamiento antagoénico: carotenos aumentan en primavera verano, mientras que
clorofila a y b aumentan en invierno. Se podria especular que estas diferencias se pueden
deber a diferencias en el grado de descomposicion: mientras las clorofilas decrecen en
funcidn de un aumento de los feopigmentos, los carotenoides se mantienen estables por
mayor tiempo, por lo que pueden ser detectados a mayores profundidades.
Alternativamente, un aumento de los carotenoides durante primavera verano podria estar
asociada a mecanismos de fotoproteccion, ya que estos compuestos absorben bien a

rangos de UV (ver adelante).

5.0.2. Efecto de la radiacion UV sobre los pigmentos fotosintéticos de macroalgas de

la zona de Niebla.

En las macroalgas existen tres pigmentos fotosintéticos que se encuentran
directamente involucrados en el proceso de la fotosintesis: clorofilas, ficobiliproteinas y
carotenoides, organizados en antenas, las cuales estan alrededor de los centros de
reaccion (Chl a), cuya funcion es transformar la energia fotdnica en electroquimica
(Strasburger, 1994).

El efecto producido por la exposicion a la radiacion UV-B sobre los pigmentos de
macroalgas deben ser analizados usando distintos niveles: a) las diferencias entre los
organismos dado por su status taxonémico y por ende la composicion intrinseca de sus
pigmentos; b) los caracteristicas morfo-funcionales y ecolégicas de ambas especies que
estan dadas principalmente por su distribucion en la zona intermareal y sus morfologia y
c) las diferencias entre los métodos de medida de los pigmentos.

En general, durante los experimentos de exposicion a la radiacion UV realizados en
el mes de Agosto (invierno) se observo un incremento inicial (hasta las 24h) seguido de
una disminucion en el contenido de las Chl a al final de 6 d. Este patrén se observé en
ambas especies, Ulva sp. y Gracilaria chilensis y en los tratamiento (con y sin UV-B). El

incremento inicial podria estar asociado a una aclimatacion rapida de los pigmentos que
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responderia al cambio de ambiente luminico desde el natural (altos niveles de radiacién
solar PAR) al de laboratorio caracterizado normalmente por irradiancias de PAR menos de
120 umol m? s. En Ulva en el Mediterraneo, disminuciones en la concentracion de
clorofilas tambien han sido demostradas (Figueroa et al. 2003). Aparentemente, la
disminucién en la concentracion de Chl a y b en tanto se podria relacionar con una foto-
oxidacion o bien a una disminucion en su biosintesis, siendo afectada en una mayor
proporcion la concentracion de la Chl b respecto de la Chl a, lo cual concuerda con lo
reportado por Kulandaivelu et al. (1996). Se debe indicar, que los feopigmentos fueron
mucho mas altos en Ulva sp. comparado con Gracilaria chilensis y durante los meses de
invierno (Agosto). A lo largo del periodo de incubacién ellos decrecen de forma mas
acentuada que las clorofilas. Tales respuestas pueden estar definidas en términos del
impacto indirecto de la UV sobre las clorofilas, principalmente sobre proteinas del tilacoide
y por las condiciones experimentales: las bajas irradiancias en el laboratorio pudieron
inducir procesos de fotoaclimatacion (incremento de pigmentos), compensando por
disminuciones producto de la radiacion UV.

En el caso de los carotenoides, ellos decrecieron en ambos periodos de tiempo
(Agosto y Octubre) y usando ambos métodos de analisis (espectrofotometria y RP-HPLC)
lo cual difirid de la situacién observada en las Chls. Si bien es cierto se ha reconocido que
los carotenoides cumplen importantes funciones en las macroalgas como un filtro natural
de luz, evitando el fotoblanqueamiento de la clorofila, y como antioxidante inactivando
posibles radicales libres generados por accion del exceso UV-B en la membrana
fotosintética (Greenberg et al.1997; Gotz et al. 1999), los resultados encontrados en las
exposiciones a la UV no apoyan esta hipodtesis, pues en general los valores disminuyeron.

En el caso de las ficobiliproteinas en Gracilaria chilensis, cuya funcion principal es
la captacion y conduccion de luz hasta los centros de reaccion fotosintéticos (Glazer,
1989), los resultados indicaron que luego de un incremento significativo al cabo de 24 h,
finalmente al cabo de 6 d, los valores en algas expuestas a UV-B disminuyen
significativamente. En el caso de PAR, los valores de ficobiliproteinas no decrecen de
forma significativa. Se debe enfatizar que los contenidos de ficoeritrina y ficocianina son
altamente variable y por ejemplo pueden ser relacionados con la composicién del

ficobilisoma, el cual varia de un organismo a otro siendo muy sensible a distintos factores
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ambientales, como es el caso de algunos de los filamentos de cianobacteria, que pueden
cambiar la composicion del ficobilisoma en respuesta a las longitudes de onda frecuentes
de la luz en el ambiente, lo que le permite estos organismos utilizar eficazmente la energia

ligera disponible de conducir el transporte de electrones fotosintético y la fijacion de 002

segun lo reportado por Grossman et al., (1993).

Por otro lado, cuando se analiza la susceptibilidad diferencial de ambas especies se
observo que Gracilaria chilensis siempre tuvo menores valores de pigmentos y sus
variaciones fueron menores que en el caso de Ulva. Los factores explicativos son
multiples, sin embargo, por su ubicacién en el mesomareal Ulva sp. es un alga muy
adaptada a cambiantes condiciones luminicas y por lo tanto fuertes cambios en las
concentraciones de pigmentos son esperables. Gracilaria chilensis estudiada aqui, en
cambio, constituye una poblacion intermareal de fase gametofitica, no dominante en
condiciones naturales (Gracilaria principalmente habita en ambientes de fondos blandos),
y por lo tanto quizas representa una poblacidn marginal menos adaptada al ambiente
intermareal y por ello con menor aclimatacién potencial de pigmentos.

Tomando en consideracion las dosis de radiacién UV-B aplicadas (ejemplo 200-400
kJ m? UV-B luego de 24-48 h), las cuales exceden a los niveles medidos en un dia de
verano en Valdivia (100 kJ m™), las reducciones en pigmentacion constituyen situaciones
extremas para las algas en condicién natural. Sin embargo, dosis a las 12 h (101 kJ m?)
son similares a las del ambiente natural y en varios casos se observd disminucién de
pigmentacidn a estas dosis. Se debe destacar que estas experiencias sirven de referencia
para poder identificar posibles factores actuando sobre los pigmentos y que efectivamente
estos disminuyen en presencia de altas dosis de radiacion solar. Esto finalmente afectara

la composicion pigmentaria en la columna de agua.

5.0.3. Efecto de la radiacion UV sobre la fotosintesis de macroalgas de la zona de
Niebla.

El rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm) fue afectado por la exposicién a la
radiacion UV y PAR en el laboratorio disminuyendo paulatinamente. Estos resultados no

son indicativos del fendbmeno denominado “fotoinhibicion de la fotosintesis”, ya que la
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exposicion fue a muy baja irradiancia de PAR (cerca de 100 ymol m? s™). El proceso de
fotoinhibicion que exhiben las algas en respuesta a un exceso de radiacion (Figueroa &
Gdémez, 2001), es un mecanismo fotoprotector caracterizado por una des-excitacion del
aparato fotosintético, donde se inactiva el fotosistema Il (PSIl) cuando la radiacion PAR
excede la capacidad de transportes de electrones (Krause, 1988; Henley et al., 1991;
Hanelt, 1998; Anderson et al., 1997). En general, no se encontraron diferencias entre
ambos tratamientos ni tampoco entre los dos meses analizados. Estos resultados sugieren
que las algas son capaces de aclimatar su maquinaria fotosintética a las crecientes dosis
de UV y confirman resultados previos observados en una serie de especies del litoral de
Valdivia, donde exposiciones a condiciones naturales de UV en el verano fueron poco
efectivas para causar importantes disminuciones del rendimiento cuantico (Gémez et al.
2004). Aparentemente la disminucion en la fotosintesis luego de 6 d pudo estar asociada a
una adecuacion a los bajos niveles de PAR mas que a un efecto deletéreo de la radiacién
uVv.

La tasa de transporte de electrones (ETR) fue mayor en Ulva sp. que en Gracilaria
chilensis y en el término de los diferentes tratamientos. Durante los experimentos de
Agosto, Gracilaria chilensis mostré las mayores disminuciones con respecto al valor
medido inicialmente. En el mes de Octubre, el transporte de electrones medido en
Gracilaria fue bajo, lo cual pudo estar indicando que estas macroalgas presentaban algun
grado de estrés cronico, el cual se prolongo durante las exposiciones. En este sentido, los
menores valores de ETR en primavera en relacion al invierno podrian ser explicados por
un mayor amortiguamiento no fotoquimico (asociado a una disipacion por calor), debido a
que las macroalgas deben adaptarse a altos niveles de luz. Tomando en consideracion las
diferencias entre ambas especies, resulta interesante observar que los valores de ETR
medidos en Ulva sp. fueron relativamente constantes entre Agosto y Octubre, lo cual
confirma previos estudios realizados por Huovinen et al. (2006). Estos autores reportaron
que mientras el alga verde Enteromorpha intestinales, que habita el mesomareal, presenta
valores constantes de fotosintesis a lo largo del afo, algas como Macrocystis pyrifera,
cuya distribucion se centra en el limite de la zona intermareal.

A diferencia del fitoplancton las macroalgas benténicas son sésiles y deben

adaptarse rapidamente a las variaciones luminicas que se imponen en el ambiente
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intermareal. Ademas cabe destacar que ambas especies de macroalgas estudiadas
pertenecen a diferentes grupos, Ulva sp. es una Chlorophyta y Gracilaria chilensis es una
Rhodophyta, por lo tanto, presentan distintas caracteristicas y mecanismos para responder
a los cambios de factores ambientales. Por ejemplo, Ulva sp. se encuentra mas expuesta
a los efectos de la radiacion debido a que crece en roquerios expuestos al oleaje, no asi
Gracilaria chilensis que crece en ambientes protegidos tanto en la zona intermareal como
submareal. Lo cual se puede relacionar con una mayor adaptabilidad a mayores dosis de
radiacion observada en la especie Ulva sp.

En resumen, los resultados de este estudio referentes a la concentracion y
composicion de pigmentos han conducido a una mejor comprension del comportamiento
del fitoplancton en el fraccionamiento superior de la columna, la transformacion de
fitoplancton en el interior del océano, durante las variaciones espacio-temporales en las
diferentes estaciones del ano. La condicion fisiolégica de las macroalgas, respecto a la
exposicion a diferentes dosis de radiacion UV, finalmente tiene implicaciones en los
patrones de estrategia de vida y de distribucién de las macroalgas, observandose efectos

en el contenido de los distintos pigmentos fotosintéticos y la fotosintesis.
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5.1.- CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacién y bajo las condiciones

en que se realizaron los experimentos se puede concluir lo siguiente:

a) La estacionalidad y profundidad influyen en las concentraciones de los distintos
pigmentos fotosintéticos presentes en la columna de agua, lo cual puede ser relacionada
con la variabilidad espacio-temporal experimentada por el fitoplancton, asociadas a la

variacion de las dosis de radiacion PAR y temperatura dentro de la columna.

b) La concentracién de los distintos pigmentos fotosintéticos en la capa superficial de la
columna de agua, tanto en el estrato mas superficial (0-5 m) como el intermedio (5-15 m),
presentaron mayores concentraciones en la estacién de primavera y menores en invierno,
lo cual se explica con el término del invierno aumenta la estratificacion, por el
calentamiento superficial de las aguas, junto con el aumento de la intensidad luminica

(PAR) provoca el florecimiento primaveral del fitoplancton.

¢) A una mayor profundidad en la columna de agua (70 m) aumenta la concentracién de
los distintos pigmentos clorofilas (a, b) y B-caroteno, donde la temperatura influye en forma
directa en la distribucion de las masas de agua, causando estratificacion de las capas de

agua, lo cual explicaria una mayor concentracion de los pigmentos estudiados.

d) Las concentraciones de la clorofila a y sus productos de degradacion (feopigmentos)
dentro de la columna de agua, variaron en profundidad y estacionalidad. En la capa
superficial tanto en el estrato mas superficial (0-5 m) como el intermedio (5-15 m) se
observd una mayor concentracion de clorofila a respecto a los feopigmentos, debido a una
mayor irradiacion solar incidente. No asi a una mayor profundidad (70 m), donde quedo en

evidencia una mayor concentracién de feopimentos.

e) En ambas macroalga Ulva sp. y Gracilaria chilensis las concentraciones de los

pigmentos fotosintéticos son afectados por las variaciones de las dosis de radiacion a las
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que se ven expuestos. Siendo los carotenoides (B-caroteno), respecto a las clorofilas
(@ y b), menos afectados a los cambios de radiacion UV-B, lo que se encuentra

relacionado con su rol fotoprotector en el aparato fotosintético.

f) Las concentracion de las ficobiliproteinas, en especial en la ficoeritrina presente en la
macroalga Gracilaria chilensis, fueron fuertemente afectadas por las dosis de radiaciéon
UV, confirmando la alta sensibilidad de estos compuestos a las condiciones de

luminosidad.

g) La intensidad de los tratamientos aplicados (UV-B y PAR) afectan a ambas especies de
macroalgas. Sin embargo no se observaron diferencias entre tratamientos con y sin UV-B,

lo cual podria ser explicado por las caracteristicas intermareales de ambas especies.
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