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RESUMEN

En sistemas marinos la disponibilidad de nitrdgeno puede ser limitante para la
productividad primaria y por ello su fijacién es un parametro clave para determinar la

dindmica de poblaciones de algas.

La nitrato reductasa (NR) es una enzima que reduce el nitrato para que las algas lo
asimilen e incorporen moléculas de nitrégeno (N) para la formacion de biomoléculas como
proteinas, material genético. Macrocystis pyrifera L.C. Agardh, es un alga parda
(Phaeophyta), su utilizacién se relaciona principalmente por produccién de alginato,
generacion de biofertilizantes, el uso como biorremediadores y para la produccion de
bioetanol. Hay factores abidticos que afectan a la actividad de la nitrato reductasa en
Macrocystis pyrifera y, que a su vez afecta directamente el desarrollo de esta alga debido a
que en ciertas épocas del afio generan condiciones de estrés ambiental (alta temperatura y baja

salinidad) o su disponibilidad es limitante para su crecimiento.

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad de la enzima nitrato reductasa en
relacién frente a factores abioticos de temperatura y concentracion de nitrato en condiciones
naturales. La actividad enziméatica y la concentracién de nitrato fueron medidas usando
espectofotometro UV a 540 y 543 nm respectivamente. Los resultados indican que la
actividad de NR es diferente en la zona apical, media y basal de la lamina, y varié en las
poblaciones de las tres localidades. No se encontré un efecto entre la actividad NR con
temperatura y concentracién de nitrato. Sin embargo se pudo constatar que la NR varia entre
las diferentes estaciones del afio.
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SUMMARY

In marine systems, nitrogen availability may be limiting to primary productivity and

hence its fixation is a key parameter in determining the dynamics of algal populations.

Nitrate reductase (NR) is an enzyme that reduces the nitrate to algae are the molecules
assimilate and incorporate nitrogen (N) for the formation of biomolecules such as proteins,
genetic material. Macrocystis pyrifera L.C. Agardh, is a brown algae (Phaeophyta), its
exploitation is related mainly to alginate production, generation of bio-fertilizers, use as
bioremediation and the production of bioethanol. There are abiotic factors affecting NR
activity in Macrocystis pyrifera and which in turn directly affects the development of this alga
because at certain times of year generate environmental stress conditions (high temperature

and low salinity) or their availability is limiting for growth.

The objective of this study was to evaluate the activity of nitrate reductase enzyme
against abiotic factors of temperature and concentration of nitrate in natural conditions. The
enzyme activity and the concentration of nitrate were measured using UV spectrophotometer
at 540 and 543 nm respectively. The results indicate that NR activity is different in the apical,
middle and basal lamina, and varied in the populations of the three locations. No effect was
found between NR activity with temperature and nitrate concentration. However it was found

that the NR varies between different seasons.



1. INTRODUCCION

En los ambientes marinos hay diferentes factores abidticos que tienen una influencia
sobre el desarrollo y crecimiento de microalgas y macroalgas. Dentro de los factores de mayor
importancia que determinan la dinamica de las poblaciones de especies estan las corrientes
marinas, temperatura, los nutrientes y la luz, esta Gltima aprovechada principalmente por
aquellos organismos fotosintéticos. En particular el nitrégeno puede ser un elemento limitante

para productores primarios en sistemas marinos temperados y frios.

En las algas, la asimilacién de nutrientes en especial el nitrégeno lo incorporan
mediante la absorcion de moléculas de nitrato (NOgs’), los que son reducidas por la actividad
enzimatica de nitrato reductasa, esta actividad puede ser afectada por factores tantos internos
como externos, como el molibdeno, fitohormonas, el metabolismo del carbono (Crawford y
Junior, 1993), luz, la temperatura y la disponibilidad de nitrato (Huber et al., 1992, Caba et
al., 1995).

Las macroalgas son uno de los principales recursos utilizados, debido a la capacidad o
cualidad para generar subproductos, ya sea, para su utilizacién en la industria alimenticia
como base alimentaria para otros organismos marinos, biofertilizantes, productos
farmacéuticos, entre otros. Por otra parte, la proliferacién de investigaciones para la creacién
y utilizacién para la generacion de biocombustibles como fuente energética, impulsado
principalmente por los costos de los barriles de petrdleo en el mercado internacional, en estas
ultimas dos décadas, impactando fuertemente a economia especialmente para paises que no
poseen este recurso energético o que tienen reservas limitadas, como es el caso de Chile
(Jones y Mayfield, 2012).

Bajo este contexto, se busca convertir las diferentes especies de algas como agentes
para generar biocombustible de forma sustentable debido a los costos asociados que involucra
la creacion de este tipo de combustible a partir de cultivos de maiz y cafia de azlcar, que
ocupan amplios espacios territoriales para su plantacion y que anteriormente se ocupaba para
la alimentacion humana, lo que ha generado una sostenible alza en los precios de los

alimentos en la ultima década.



Macrocystis pyrifera, es una macroalga que se utiliza para fines alimenticios,
farmacéuticos, entre otras. Entender como funciona la dinamica en las poblaciones naturales
de esta especie y que factores determinan su crecimiento y desarrollo nos permitira

comprender su funcionamiento.

Este estudio implica la evaluacion de la actividad enzimatica de nitrato reductasa en
M. pyrifera frente a condiciones de temperatura y disponibilidad de nitrato en el mar durante
un ciclo anual, en tres localidades Pargua (41°47°S; 73°25°0), Ilque (41°36’S; 73°4°E) y
Metri (41°35°S; 72°42°0), ubicadas en la Region de Los Lagos. Para la actividad enzimética
y los niveles de concentracion de nitrato en el mar, se utilizé espectrofotometria UV, y para

las mediciones de temperatura se utiliz6 un multiparametro.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Ambiente Marino en la Region de Los Lagos.

La zona de estudio se ubica en la Region de Los Lagos entre los 40°14° y los 44°04°
de latitud Sur y desde los 71°35° de longitud Oeste del Océano Pacifico.

Desde el punto de vista geografico-territorial, esta region se encuentra dividida entre
dos unidades, separadas por el Canal de Chacao. Desde Puerto Montt al Sur la geografia esta
caracterizada por la formacion de islas, canales y fiordos por lo que las condiciones del
habitat marino es variado, ya que, hay zonas que estdn mas expuestas al oleaje marino en
donde las condiciones abidticas son diferentes a aquellas zonas que estan protegidas por zonas
rocosas (Buschmann et al., 2004), las condiciones de temperatura y salinidad en zonas
expuestas varian entre 8-16°C y 28-33%o respectivamente y en zonas protegidas fluctian
entre 8-15°C y 22-31%eo.

En cuanto a las caracteristicas climaticas de esta region, se trata de un medio humedo
que se presenta durante todo el afio, caracterizado por el Clima Templado Lluvioso, en donde,
las temperaturas promedio son de 10,7°C en Castro y 9,6°C en las Isla de Guafo, es por la
influencia oceanica que ayuda mantener la uniformidad térmica, de manera que los promedios
mensuales no desciende bajo los 6°C en gran parte de la region (INE, 2007). En Puerto Montt
la temperatura media anual de 11,2°C, siendo las extremas de 14,9°C en enero y 7,7°C en
julio, lo que da una amplitud térmica anual de 7,2°C. La pluviosidad anual alcanza a 1840

mm.

Las condiciones de temperaturas en la zona de Metri oscilan entre los 4-22°C, vientos
hasta 120 Km/h y lluvias de 1800 mm/afio. Mientras tanto, los rangos de temperatura y

salinidad se encuentran entre 10-20°C y 26-30%o respectivamente (Buschmann, 1992).



2.2 Algas.

Las algas son organismos acuaticos, fotoautotrofos dependiente de dioxido de carbono
y que en su conformacién morfoldgica son menos complejas que las plantas terrestres. Estos
organismos, en general, se caracterizan por la gran diversidad de formas, tamafos,
mecanismo de reproduccion y composicion quimica, componiendo un grupo importante las
talofilas, las cuales no presentan la diferenciacion en raiz, tallo y hojas caracteristicas de las
plantas superiores, pero pueden alcanzar diferenciacion de tejido y 6rganos desempefiando
diferentes funciones, lo cual alcanza la méaxima expresion en el género de Macrocystis del

orden laminariales de las Phaeophytas (Kain, 1982).

Las macroalgas estan clasificadas en tres tipos, las Chlorophyta, Rhodophyta y las
Phaeophyta (Tabla 1). Debido a sus propiedades y caracteristicas durante las Ultimas tres
décadas se ha desarrollado un incipiente proceso de exportacion de este recurso marino hacia
el extranjero, especificamente a paises asiaticos como Japon, China y Corea debido

fundamentalmente por su utilizacion en la alimentacion humana.

Las industrias exportadoras de algas pardas en Chile, deriva de la disponibilidad y
abundancia del recurso que esta presente en casi toda la costa chilena; una caracteristicas de
estos lugares es la gran cantidad de algas que varan en las playas, debido a las marejadas
ocurridas con bastante periocidad durante el afio, constituyendo una ventaja en extraccion del

recurso.



Tabla 1: Clasificacion y uso de macroalgas.

Usos

Debido a sus proteinas se usan en la
medicina y cosméticos. También se usa en

fotografia, jaleas, etc.

Tienen casi los mismos usos que las algas
rojas. Ademas, en Oriente se usan mucho

para hacer sushi y otros alimentos.

Algunas variedades se usan como abono
mientras que de otras se extrae el yodo.

De este tipo de algas se obtiene la algina, de
gran importancia en la industria de los
colorantes, plasticos, aislantes, explosivos y

de telas impermeables.

Tipo de Caracteristicas
alga

Algas Contienen clorofila en un pigmento

Rojas rojo llamado ficoeritrina
Son marinas, crecen a poca
profundidad en aguas templadas. Son
pequefias y ramificadas

Algas Pigmentos como el caroteno o la

Verdes xantofila matizan con naranjo o
amarillo el verde de la clorofila en
estas algas.
Viven en el mar, tanto flotando como
fijas en rocas.

Algas La ficoxantina, que contiene clorofila,

Pardas les da un color verde oliva o pardo.
Pueden llegar a alcanzar los 30 metros
y viven en las rocas a 20 metros de
profundidad

(ProdalmarLTDA)

2.3 Macrocystis pyrifera.

Macrocystis pyrifera (L.) C. Agardh, conocida cominmente como huiro o sargazo, es
un alga parda (Phaeophyta) que en términos taxonémico se clasifica como: division:
Chromophyta; Clase: Phaeophyceae; Orden: Laminariales; Familia: Lessoniaceae; Género:
Macrocystis; Especie: pyrifera (Tabla 2) que pueden llegar a medir 30 o méas metros de largo.
Estructuralmente esta conformada por un rizoide Ilamado disco o grampon que se adhiere a
los suelos rocosos marinos, un cauloide Ilamado estipe y ldminas que se asemejan a las hojas

en plantas superiores, ademas poseen neumatocistos que le permite flotar y permanecer de

forma vertical en los fondos marinos (Fig.1).



Tabla 2: Clasificacion taxonomica de algas Phaeophytas.

Clase Orden Familia Género
Ectocarpaceae Ectocsrpus
Ralfsiaceae Ralfsia
Corynophlaeceae Leathesia
Ectocarpales Chordariaceae Chordaria
Hapogloea
Scytosiphonaceae Scytosiphon
Petalonia
Splachnidiaceae Splachnidium
Desmarestiales Desmarestia
Carpomitra
Cutleriales Cutleria
Zanardinia
Chordaceae Chorda
Laminariaceae Laminaria
PHAEOPHYTA Phaeophyceae Saccoehiza
Laminariales Lessoniaceae Lessonia
Postelsia

Nereocystis

Pelagophycus

Macrocystis

Alariaceae Alaria
Sphacelariales Sphacelaria
Choristocarpus
Dictyotales Dictyota
Padina
Cystoseiraceae Cystoseira
Halidrys
Sargassaceae Sargassum
Fucales Himanthaliaceae Himanthalia
Fucus
Fucaceae Pelvetia
Ascophyllum
Durvillaea

(Live Seafood Chile S.A., 2005)

La importancia ecoldgica de esta alga deriva principalmente de su capacidad para

formar auténticos bosques submarinos y grandes cordones o cinturones a lo largo del borde

costero, constituyendo un refugio, soporte y alimentos para variadas especies submarinas

como invertebrados, larvas, peces.




Figura 1: Macrocystis pyrifera.

2.3.1 Reproduccion.

Macrocystis presenta un ciclo de vida con alternancia generacional pasando de una
fase esporofitica diploide (2n) macroscopico a un gametofito haploide (n) microscépico en
esta fase M. pyrifera tiene 16 cromosomas. En las plantas adultas que formar los bosques de
algas, en su base hay laminas especializadas Ilamadas esporofilas las que maduran y forman
los esporangios, las zonas concentradas de estas se llaman soros. Una vez maduras las
zooesporas son liberadas al medio marino donde se asientan en sustratos rocosos para su
germinacién y, posterior crecimiento para asi generar gametofitos microscépicos a través de

numerosas divisiones mitéticas (North, 1994).

La fase esporofitica de Macrocystis produce por meiosis zooesporas haploides que
originan los gametofitos machos y hembras microscépicos. Estos gametofitos producen
células sexuales por mitosis y una vez ocurrida la fertilizacion de un gametofito femenino se
produce un zigoto diploide (2n), el cual se desarrolla via mitética produciendo un esporofito

diploide completando asi el ciclo de vida (Fig. 2).

Las poblaciones que se encuentran al Sur de Chile, tienen condiciones de reproduccion
apropiadas durante todo el afio, por lo que, M. pyrifera ha desarrollado una estrategia que
permite a las plantas desarrollar esporas continuamente, en comparacion con las plantas que
estan en el Norte de pais que son mas perennes y poseen una capacidad de regeneracion mejor
ya que no estan sometidas a las fuertes tormentas presentes en la época de invierno en el Sur
(Buschmann et al., 2004).



Zooesporangios
conteniendo
Zooesporas

Esporofito
adulto (2n)

e(
J\
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Figura 2: Ciclo reproductivo de Macrocystis pyrifera.

http://www.algaspardas.cl/reproduccion.htm

2.3.2 Distribucion.

Las poblaciones de M. pyrifera crecen en sustratos rocosos, en zonas poco profundas
hasta los 25 m de profundidad, su distribucién geografica es bipolar (North, 1994)
localizandose tanto en el Hemisferio Norte desde Alaska hasta México, a lo largo de la costa
oeste y sureste de América del Sur desde Per( a Argentina, en regiones aisladas del sur de
Africa, Australia, y Nueva Zelanda y alrededor de islas Sub-Antartica a 60°S (Neushul, 1971,
Hay, 1986, Stegenga et al., 1997).

En Chile se puede encontrar desde la Region de Valparaiso hasta el Cabo de Hornos
en bahias abiertas al Océano Pacifico, asi como, en canales y fiordos que son lugares donde

estan protegidas de la fuerte accién de las olas (Dayton, 1985).

En la zona de Cabo de Hornos se registran densos bosques submarinos sobre sustratos
rocosos destacandose que a diferencia de lugares de mayor hidrodinamismo, “los ejemplares
de bahias cerradas estdn epifitadas y aparentemente son menores en tamano”. Es posible
encontrar plantas a metros de profundidad y excepcionalmente a 50 m. Algunos datos

mencionan que estas algas estan fértiles casi todo el afio (Santelices y Ojeda, 1984).



2.3.3 Factores que Afectan la Distribucion del Alga.

Se ha demostrado que en Chile M. pyrifera muestra pequefias diferencias genéticas de
otras especies en el Hemisferio Sur y una fuerte diferencia con respecto a las especies de
California (Coyer et al., 2001).

En los ambientes marinos hay factores que determinan el funcionamiento y la vida de
los todos los organismos marinos estos son: a) los solutos disueltos presente en el agua; b) la
profundidad de la columna de agua; c) la disponibilidad y la cantidad de luz; d) la naturaleza
del sustrato (roca, arena); e) circulacion de las masas de agua (corrientes) y su temperatura; f)
patrones que caracterizan una columna de agua salinidad, pH oxigeno disuelto, turbidez,
nutrientes (Jones, 1997). Ademas, las altas temperaturas registradas, ocasionalmente, en el
mar por efecto del fendémeno de “El Nifio”, disminuyen drésticamente la biomasa y
densidades de praderas de algas pardas en el area norte y centro sur del pais (Vasquez et al.,
1998).

El hombre al extraer las poblaciones de esta alga afecta también su distribucion por las
siguientes razones: (a) Presiones de los mercados nacionales e internacionales por materia
prima que aumentan o disminuye la presién de pesca, (b) Desempleo de los asentamientos
humanos costeros. (c) Abundancia y disponibilidad de otros recursos marinos bentonicos, (d)
Nivel de regulaciones de extraccion de los recursos marinos, (e) Nivel de educacion de
pescadores artesanales y compromiso con medidas de conservacion y (f) Disponibilidad e

implementacién de planes de manejo.

2.3.4 Usos de Macrocystis pyrifera.

Durante 1970 y 1980 M. pyrifera tuvo una explotacion significativa (Neushul y
Harger, 1987), relacionado principalmente por la produccion de alginato (Gutierrez et al.,
2006) utilizado por las industrias cosméticas, farmaceéutica y alimentaria por sus propiedades
de como agente emulsionante, espesante y gelificante. En 1990 se introdujo a Chile el abalone

(Haliotis spp.) molusco de caracter herbivoro que se alimenta principalmente de algas pardas
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(Véasquez, 2008), lo que ha producido una extraccion masiva de Macrocystis, también el
cultivo de estas algas pardas ofrece un nuevo mercado para la generacion de biofertilizantes y
para propdsitos biorremediadores en la remocion de nitrégeno y fosforo producto del cultivo
del salmén y de choritos, los que generan un impacto significativo en el medio ambiente
marino (Buschmann et al., 2001, Vésquez, 1999) debido a la alta concentracién de estos
elementos en los desechos de estos cultivos.

Entre otras areas que se destaca el uso de esta macroalga se encuentra la industria
textil, del papel, la industria dental, la fabricacion de electrodos de soldadura y otros articulos
comerciales (Vasquez, 1999).

Los organismos activamente fotosintéticos producen biomoléculas como carbohidratos
y lipidos, los que pueden ser utilizados para la generacion de biocombustibles. El uso de algas
para la produccion de biocombustibles ha generado una alternativa viable para la elaboracion
de este producto, lo que lleva a una mitigacién en el uso del petrdleo, favoreciendo asi las
necesidades energéticas de paises exportadores del petroleo, como Estados Unidos quienes
crearon una norma en el afio 2009 para la creacion de combustibles renovables, obligando a la
produccion de 36 mil millones de galones de biocombustibles para el afio 2022 (Somma et al.,
2010).

Mas del 50 % del peso seco de Macrocystis corresponde a azUcares principalmente
laminarina y manitol, lo que junto a procesos biotecnolégicos y de fermentacion se puede
producir bioetanol y otros combustibles; en el sur de Chile una empresa norteamericana Bio
Architecture Lab (BAL) junto a la Universidad de Los Lagos, desarrollan esta tecnologia lo
gue a menor escala ha tenido éxito y se trabaja para el desarrollo a gran escala. Otro
antecedente de la ventaja de esta macroalga en comparacion del maiz o de la cafia de azucar
es que se requiere un menor volumen de esta alga en comparacion con las otras materias

primas.
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2.4 Nitrégeno.

El nitrégeno es uno de los elementos biogeoquimicos esencial para la formacion de
los organismos vivos, forma parte biomoléculas como son las proteinas, material genético,

clorofila y de otras moléculas organicas que permiten el desarrollo celular.

La atmosfera terrestre esta constituida por un 78% de nitrogeno gaseoso (N3), aunque
debido a su estabilidad es dificil de asimilar, por lo que, tiene que ser fijado combinandose
con oxigeno y el hidrogeno. La fijacion natural del nitrogeno esta dado por los reldampagos y
la actividad de organismos fijadores como bacterias y algas, que pueden asociarse
simbio6ticamente a otros organismos como las plantas superiores. El ciclo comprende diversos
pasos gque pasan en tanto en los ambientes terrestres como acuaticos, en forma general estan

comprendido por la nitrificacion, desnitrificacion, la fijacion del nitrgeno (Fig.3).

El humano influye en el ciclo, incorporando nitrato artificial como fertilizante, lo que
genera un impacto importante cuando éste se encuentra en cantidades mayores a lo que se
necesita, por lo que, el nitrato se filtra hacia las napas subterrdneas o se lava con las lluvias
llegando a los causes de los rios y lagos, lo que produce un aumento de poblacion de
microalgas con un efecto conocido como eutrificacion, que es la disminucion del oxigeno en

las aguas por un crecimiento excesivo de algas.

El nitrégeno en el mar se encuentra en forma de nitrato (NOs; 0-40 pmol N Kg™),
nitrito (NO; 0-1 pmol N Kg™), y el amonio (NHz 0-1 pmol N Kg™) (Tyrrell, 1999). Los
nitritos se forman a partir de de la biodegradacion de nitratos, amoniaco o de otros

compuestos nitrogenados.
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Figura 3: Ciclo del nitrégeno (Stolz y Basu, 2002).

2.5 Nitrato Reductasa (NR).

La nitrato reductasa es una proteina homodimera, formada por subunidades
polipeptidicas de aproximadamente 100 kDa que esta asociada con molibdeno, molidopterina,

hierro, heme y flavin adenina dinucledtido (FAD) (Berges, 2010).

Las nitratos reductasas (NRs) se pueden encontrar en diversos organismos como las
algas, plantas, hongos, archeas y bacterias (Campbell, 1999), por lo que se puede hacer una
distincion a nivel taxondémico, es decir, entre NR eucarioticas y procarioticas, las primeras
pertenecen a la familia de las sulfito oxidadas de enzimas de molibdeno mononucleares y
contienen un cofactor pyranoterin simplificado, en cambio las segundas pertenecen a la
familia de las reductasas dimetilsulfoxidas (DMSQ) y contienen una forma modificada del
cofactor (Chow et al., 2004). Las NRs también pueden ser distinguidas por su funcion,
localizacion en las células, estructura y del producto final de la via de sintesis (Stolz y Basu,
2002).
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2.5.1 Proceso de reduccion del nitrato en algas.

El proceso de la reduccion de nitrato a amonio se realiza en dos pasos, primero la
nitrato reductasa cataliza la reduccion de nitrato a nitrito, usando como agente reductor
NAD(P)H lo que ocurre a nivel del citoplasma y el segundo paso, lo realiza la nitrito
reductasa donde el nitrito es reducido a amonio usando como donador de electrones la
ferrodoxina reducida (Crawford et al., 1986, Chow et al., 2004) proceso llevado a cabo en los

cloroplastos.

Las algas y otros organismos que son capaces de reducir el nitrato lo realizan para la
incorporacion del nitrégeno en biomoléculas (proteinas, material genético), generacion de
energia para la funcion celular, para disipar el exceso de energia mediante la respiracion
(Campbell, 2001, Richardson et al., 2001).

La asimilacion del nitrégeno esta determinada por factores abidticos como la luz,
temperatura y disponibilidad de nitrato (Huber et al., 1992, Caba et al., 1995), ademas,
factores intracelulares que también determinan la actividad de NR como el molibdeno,

fitohormonas, el metabolismo del carbono (Crawford y Junior, 1993).
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El uso de los recursos marinos, y principalmente, de las algas ha permitido el
desarrollo de varias actividades productivas, ya sea, para fines alimenticios, farmacéuticos,
entre otros, generando un aumento de la extraccion de estos recursos. Dentro de los cuales
estd la Macrocystis pyrifera, ha sido usada como parte fundamental en la dieta de moluscos
como el abalon, también, esta alga parda ésta siendo utilizada para la generacion de bioetanol,
como biofertilizante e implica una alternativa para su uso como biorremediador, conllevando

al aumento de su extraccion y produccion en el transcurso de la Gltima décadas.

El crecimiento y desarrollo de este recurso marino ésta dado por diferentes factores los
que pueden limitar su produccidn, es por esto, que entender coémo funciona la dinamica en las
poblaciones naturales de esta especie, y cuéles son los factores determinantes para su
crecimiento y desarrollo, nos llevara a comprender y establecer su funcionamiento, lo que
permitira utilizar tecnologias para simular su habitat en condiciones artificiales y otros
ambientes en donde esta especie no se encuentre y asi poder extraer de forma sustentable,
previniendo la extraccion masiva y la depredacién de este recurso marino en su area de

reproduccion natural.

Por lo anteriormente mencionado, este estudio radica en la necesidad de conocer los
factores de tipo abiodtico que estan asociados al funcionamiento del nitrégeno que inciden en
el crecimiento de Macrocystis pyrifera, en esta zona de nuestro pais.

3.1 HIPOTESIS

Hol: La temperatura y concentracion de nitrogeno en el mar no afecta
significativamente la actividad de la enzima nitrato reductasa en las poblaciones de

Macrocystis pyrifera.
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Ho 2: Las poblaciones de Macrocystis pyrifera de Pargua, llque y Metri no difieren en
la actividad de la nitrato reductasa a lo largo de un ciclo anual.

3.2 OBJETIVOS

General:

Evaluar la actividad de la enzima nitrato reductasa en diferentes condiciones de
temperatura y concentracion de nitrégeno que en ciertas épocas del afio (primavera, verano,

otofio e invierno) generan condiciones de estrés o son limitantes para el crecimiento de

Macrocystis pyrifera.

Especificos:

1. Cuantificar la actividad de nitrato reductasa en la zona apical, media y basal de

la lamina de Macrocystis pyrifera.

2. Conocer los cambios temporales de la nitrato reductasa en las tres poblaciones

naturales de M. pyrifera de la Region de Los Lagos.

3. Determinar la correlacion de la actividad de nitrato reductasa con temperatura y la
disponibilidad de nitrato en el medio ambiente marino en estudio.
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4. METODOLOGIA.

Los experimentos fueron realizados en el Centro de Investigacion y Desarrollo de
Recursos de Ambientes Costero (i-mar), ubicado en la Ciudad de Puerto Montt, Region de

Los Lagos, en el marco del proyecto Fondecyt 1110845.

4.1 Obtencién de Muestras.

Las muestras de M. pyrifera fueron recogidas de tres localidades diferentes de la
Region de Los Lagos. Se recolectaron muestras en Pargua (41°47°S; 73°25°0), ubicada en la
comuna de Calbuco; llque (41°36’S; 73°4°E) y Metri (41°35°S; 72°42°0), localizadas en la
comuna de Puerto Montt. (Fig.4). De estas localidades se extrajeron 10 plantas a las que se le
sacO una lamina para el anélisis la actividad de nitrato reductasa (NR); y de agua para la
determinacion de la concentracion de nitrato, ademas de la medicion de temperatura mediante
un Multiparametro Horiba W-23XD, este procedimiento fue efectuado para otofio, invierno,

primavera y verano.
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Figura 4: Mapa de la localizacion de zonas de muestreos en la Region de Los Lagos.



4.2 Actividad de Nitrato Reductasa.

Para medir la actividad de la enzima en las diferentes poblaciones de M. pyrifera se
pesaron 300 mg de tejido cortado de tres partes (alta, media y baja) de una lamina del alga. El
tejido fue incubado con 5 mL de la solucion stock (0,3 M KNOs, 0,5 mM glucosa, 0,2 M
KH2PO4, 1mM EDTA y 1% v/v 1-propanol), durante 30 min a 15°C en oscuridad. De esta
solucion se tomé 1 mL y se adicionaron 1 mL de N-1-naphtilethylendiamine y 1 mL de
sulphanilamide dejando incubar por 30 min a 15°C, finalmente mediante el espectofotometro
UV-VIS Tu-1800 se midio la absorbancia a 540 nm (Strickland y Parsons, 1972).

4.2.1 Curva de Calibracion.

A partir de un estandar de concentracion 1000 uM/L de nitrito de sodio (NaNO;) se
prepar6 otro volumen con una concentracion 100 uM/L, y de este se prepararon diferentes
soluciones con concentraciones de 0,1; 0,3; 0,5; 0,8 y 1,0 uM/L, de cada solucién se tomaron
25 mL y se adicionaron 0,5 de mL de N-1-naphtilethylendiamine y 0,5 mL de sulphanilamide

finalmente se midio la absorbancia en espectofotometro UV-VIS Tu-1800 a 540 nm.

4.3 Medicion de Nitrato Agua.

El método esta basado en el protocolo de Morris y Riley (1963) con modificaciones
sugeridas por Wood (1967).

Las muestras de agua fueron filtradas con un filtro de 0,4 mm espesor y el poro de
1,51 en una bomba de vacio Welch 25xx series, el método se basa principalmente en el
traspaso del agua de mar por una columna de cadmio por un tiempo minimo de 4 min, en
donde el nitrato es convertido a nitrito. Antes de que las muestras pasen por la columna se le
adiciona 1 mL de cloruro de amonio diluido y se pasa la muestra en la columna,
posteriormente a la muestra se le agrega 0,5 mL de sulphanilamide se esperan 2 min y se le
adiciona 0,5 mL de N-1-naphtilethylendiamine y se deja por 30 min, finalmente se leen las
muestras en el espectrofotometro UV-VIS Tu-1800 a 543 nm.



19

4.3.1 Curva de Calibracién.

Se preparo una solucion estandar con 1,02 g de nitrato de potasio analitico en 1000 mL
de agua destilada, de esta solucion se tomaron 4 mL y se diluyeron en 2000 mL de agua de
mar sintética. De la solucién estandar se tomaron 50; 37,5; 25; 12,5 y 0 mL y se aforaron con
agua de mar sintética hasta los 50 mL (0; 12,5; 25; 37,7; 50 mL respectivamente). Las
diluciones se pasaron por la columna de acuerdo a lo anteriormente planteado para las
muestras y se adicionaron 0,5 mL de sulphanilamide y 0,5 mL de N-1-naphtilethylendiamine.
Finalmente se leyeron las diluciones en espectofotometro a 543 nm.

4.4 Analisis Estadisticos.

Se evalud la actividad de nitrato reductasa en tres zonas diferentes de una l&mina de
Macrocystis pyrifera, la actividad de la enzima frente a condiciones abioticas de temperatura
y disponibilidad de nitrégeno en las tres localidades de la Region de Los Lagos y en las cuatro
estaciones que comprende el afio. El andlisis estadistico realizado fue Analisis de Varianza
para determinar diferencias entre las zonas de las laminas y en las localidades, y prueba de
Tukey (para la determinar qué zona era diferente), y ademas se realizaron correlaciones de
Pearson entre la actividad de nitrato reductasa y los factores abioticos estudiados temperatura

y concentracién de nitrato, mediante el programa SPSS version 20.
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5. RESULTADOS

5.1 Actividad de Nitrato Reductasa en Tres Zonas de la Lamina en Macrocystis pyrifera.

La actividad enzimatica de nitrato reductasa en las zonas de la lamina (apical, media 'y
basal) en la localidad de Pargua no hubo diferencias significativas (F= 0,533; p=0,632). En
llque hubo diferencias significativas (F=5,438 y p<0,006), para estimar en que zona de la
lamina existe tal diferencia, se realizo la prueba de Tukey; la comparacion entre la zona apical
y media de la lamina no hubo diferencia (p=0,818), por el contrario, en la zona apical y basal
hubo diferencia (<0,011), en donde la zona apical de la lamina tuvo mayor actividad
enzimatica que la zona baja, de igual manera, en la parte media y basal (<0,002).

En el caso de la localidad de Metri y al igual que Pargua, no existe diferencia significativa
(F=0,960 p=0,386) entre las zonas de la lamina (Fig. 5).
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5.2 Actividad de Nitrato Reductasa en las Localidades de Pargua, Ilque y Metri.

El comportamiento de la actividad enzimatica de nitrato reductasa en las localidades
de Pargua, llque y Metri para las estaciones de primavera, verano, otofio e invierno hubo
diferencia significativa (F=3,101; p<0,046).

En las localidades de Pargua y Metri tuvieron una actividad enzimatica parecida con
un aumento en la época de verano alcanzando 1,59 y 2,19 x10°U g WW respectivamente
(Fig.6), que posteriormente en ambas localidades fue disminuyendo la actividad de la enzima
en las época de otofio e invierno.

En la localidad de llque la actividad enzimética en primavera fue de 1,32 x10°U g*
WW siendo més alta que para Pargua y Metri 0,859 y 0,945 x10°U g™* WW respectivamente,
y que posteriormente declind en verano alcanzando 1,03 x10°U g™* WW condicién totalmente
contraria a las otras dos localidades; y que finalmente aumento en otofio e invierno
alcanzando los 1,85 x10°U g™* Ww.
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Metri

20+ A W

Figura 6: Actividad de nitrato
—— reductasa en las cuatro estaciones
del afio en las localidades de

Pargua, llque y Metri.
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5.3 Condiciones de Temperatura y Nitrato en Pargua, llque y Metri.

La medicion de temperatura para Pargua en primavera, verano, otofio e invierno fueron de
12, 3; 12,28; 11,9 y 10,26°C respectivamente. En llque de 13,61; 16,27; 10,21 y 10,15°C y en
Metri fue de 15,47; 17,11; 9,56 y 9,1°C para primavera, verano, otofio e invierno. Se realiz6
una correlacion de Pearson para verificar la relacion de temperatura en las tres localidades
(Pargua, llque y Metri); ademas se realizd otra correlacion para verificar la relacion de las

cuatro estaciones del afio y la temperatura.

El resultado del andlisis establecid una correlacion positiva, pero con un muy bajo
coeficiente de relacion (Fig.7) para localidad y la temperatura, en cambio entre la distintas
estaciones (primavera, verano, otofio e invierno) y la temperatura establecié una correlacion

significativa y negativa con un R? = 0,485(Fig.8).
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Figura 7: Relacion entre la temperatura, Figura 8: Relacion entre la temperatura y las
localidades (Pargua, llque y Metri). R? estaciones del afio (primavera, verano, otofio e
lineal= 0,051. invierno). R? lineal=0,485.

La medicion en concentracion de nitrato (NO3’) en agua de mar en primavera, verano,
otofio e invierno; en la localidad de Pargua fue de 14,78; 9,51; 20,95 y 18,71 pumol/L
respectivamente, en llque de 10,34; 4,85; 5,85y 26,97 umol/L, y en Metri de 1,1; 14,24; 4,97
y 23,29 pumol/L respectivamente. El resultado de la correlacion de Pearson establecio una

relacién negativa para la concentracion de nitrato y las localidades, con un bajo coeficiente de
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correlacion (Fig.9). En cambio para la relacion de nitrato y las estaciones del afio fue

significativa y positiva con un R?= 0,364 (Fig.10).
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y las estaciones del afio (primavera,

La correlaciéon de Pearson establecio que la actividad enzimatica de nitrato reductasa en

relacion con la temperatura fue positiva y p<0,010 (Fig.11), al igual que la correlacién entre

nitrato reductasa y la concentracion de nitrato con p<0,007 (Fig.12). No obstante el R* 0,02

indica que no hubo una relacion entre temperatura y el nitrato respecto a la actividad de NR.
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Figura 11: Relacion de la nitrato reductasa y la
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del afio. R? lineal=0,023.
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6. DISCUSION

6.1 Actividad de Nitrato Reductasa en la Lamina.

La actividad de nitrato reductasa present6 valores entre los rangos de 0,518-5,91 x10°
3U g WW: en otros estudios con Phaeophyta el rango de actividad estuvo entre los 0,5- 2
x10°U gt WW en Fucus spiralis (Figueroa y Vifiegla, 2001), de 1,8 x10°U g* WW en
Durvillaea antarctica, y de 1 x10°U g WW en Scytosiphon lomentaria (Huovinen et al.,
2000).

La actividad enzimatica de NR vario en las tres zonas (apical, media y basal) de la
lamina, presentando una mayor actividad en la zona alta y media de 1,503 y 1,599 x10°U g*
WW respectivamente y menor en la zona baja de 1,014 x10°U g* WW para la localidad de
llque, similar en Fucus gardneri, en donde la mayor actividad de nitrato reductasa se localiz

en las zonas apical y media, y menor en la zona basal (Hurd et al., 1995, Wallentinus, 1984).

En estudios de especies de Fucus y Laminaria digitata, hubo marcadas diferencias en la
actividad de nitrato reductasa en diferentes momentos del afio, NR fue mayor durante el
invierno y comienzo de la primavera, alcanzando un maximo en marzo por F. vesiculosus y F.
serrato y en abril de L. digitata; de verano hasta otofio los valores fueron minimos, en agosto
para todas las especies (Young et al, 2007). En este estudio la actividad de nitrato reductasa
para Pargua y Metri en verano fue mayor (1,59 y 2,19 x10°U g™ WW respectivamente) y en
invierno fue menor (0,76 y 1,018 x10°U g* WW), por el contrario, Ilque tuvo una mayor
actividad en invierno (1,85 x10°U g WW) y menor en verano (1,03 x10°U g™ WW).

6.2 Actividad Nitrato Reductasa en las Localidades de Pargua, llque y Metri.

La localidad de Pargua se ubica geograficamente en el Canal de Chacao en donde hay
una exposicién a los fuertes oleajes debido a que se comunica de forma directa con el Océano
Pacifico, por el contrario, llque se encuentra en un lugar menos expuesto a los fuertes oleajes,
de igual manera, Metri que también se ubica en un lugar protegido debido a que la Bahia

estd rodeada de rocas de granito.
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La actividad enziméatica de nitrato reductasa se comporto de forma diferente al
comparar llque con Metri. En cambio Pargua mostr6 un comportamiento parecido en la
actividad de NR con Metri, pero el hecho de que NR actué de forma diferente en las
localidades sugiere a que existen otros factores abioticos que puedan gatillar tal condicion,
como la luz (Huber et al., 1992, Caba et al., 1995) que puede afectar sobre la proteina NR un
efecto post-traduccional, o sobre la transcripcion o la traduccién de NR (Ninneman, 1987),
como tambien factores intracelulares como el molibdeno (componente estructural de NR), el

metabolismo del carbono (Crawford y Junior, 1993).

6.3 Actividad de Nitrato Reductasa, Temperatura y Nitrato en Pargua, llque y Metri.

La temperatura en las costas Chilenas exhibe un gradiente latitudinal (>20°C en el Norte y
<14°C en el Sur). Estudios realizados sugieren que la diferencia de temperatura en los
Océanos puede afectar las poblaciones de algas (Rinde, 2005). La temperatura registradas en
la localidad de Metri en verano fue de 17,11°C condicion maxima entre Pargua e llque, la
temperatura menor fue registrada en Metri de 9,1°C en invierno relativamente similar para
Otofio de 9,56°C. En Pargua las temperaturas para las estaciones fueron similares, debido a
que este lugar esta expuesto a los fuertes oleajes, existiendo un mayor flujo de corrientes
marinas, lo que mantiene estable la temperatura en Verano, no asi en Metri e llque que

presento temperaturas sobre los 16°C.

Las actividades enzimaticas estan determinadas por un aumento o disminucion de la
temperatura que afecta al transporte activo aumentando o disminuyendo la velocidad de
absorcion de nutrientes, la cinética de esta absorcion posee una fase acelerada, en donde se
absorbe nitrégeno en mayor medida y de forma rapida, a medida que las reservas de nitrégeno
que necesita el alga estdn completas el nivel de absorcion disminuye, independiente de la
concentracion que haya en el medio marino (Lartigue y Sherman, 2005). La actividad de la
enzima nitrato reductasa es sensible a los cambios de temperatura con un rango estrecho de
temperatura 6ptima (Gao et al, 2000; Berges et al, 2002). En éste estudio no se encontraron

variaciones significativas de la nitrato reductasa asociada a la temperatura.
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La mayoria de los nutrientes son trasportados activamente al interior de las células
(Lobban y Harrison, 1994), las moléculas de nitrato permite la actividad de la enzima nitrato
reductasa (Solomonson y Barber, 1990) para la incorporacion de nitrogeno al alga. La
actividad de NR se incrementa siempre despues de elevadas concentraciones de nitrato
(Touchette y Burkholder, 2000), pero, generalmente en verano hay una disminucion en la
concentracion de nutrientes como ocurre en Pargua 9,51 umol/L e llque 4,85 umol/L. En éste
estudio no hubo una relacion significativa entre la disponibilidad ambiental de nitrégeno y la
actividad de NR.
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7. CONCLUSIONES

La actividad enzimatica de nitrato reductasa varié significativamente entre las zonas de
la lamina (apical, media y basal) en las poblaciones de Macrocystis de la localidad de
Pargua en donde la zona apical y media hubo una mayor actividad que en la zona basal,

en tanto que, en llque como en Metri no hubo diferencia en la actividad enzimatica.

Las poblaciones de Macrocystis que se encontraban o no expuestas a los fuerte oleajes
no determin6 un efecto en la actividad de nitrato reductasa, ya que, tanto llque como
Metri (lugares no expuestos a fuerte oleajes) la actividad enzimatica durante primavera,
verano, otofio e invierno fue totalmente contraria para ambas zonas, mientras que,
Pargua zona expuesta a fuerte oleajes tuvo una actividad parecida a la localidad de
llque, lo que existen factores tanto abidticos como intracelulares que afectan la

actividad de la nitrato reductasa

La nitrato reductasa vari6 su actividad en las tres poblaciones de Macrocystis para las

tres localidades estudiadas Pargua, llque y Metri.

La temperatura y nitrato, no tuvo un efecto significativo en la actividad enzimética de
nitrato reductasa en Macrocystis pyrifera para las tres poblaciones, pese a la

variabilidad temporal y espacial de los factores ambientales.
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Anexo 1: Relacion de la actividad enzimatica de nitrato reductasa por localidad y estaciones
del afio.

Anexo 2: Tabla de los factores medioambientales determinadas por el Multiparametro Horiba
W-23XD, para las tres localidades y estaciones del afio

pH OD (g/1)
Pargua Primavera 8,27 9,01
Verano 8,29 7,19
Otofio 8,36 4,94
Invierno 8,5 5,9
llque Primavera 8,21 8,89
Verano 8,53 6,96
Otofio 8,3 4,3
Invierno 8,59 6,1
Metri Primavera 8,38 8,63
Verano 8,6 8,28
Otoio 8,37 4,29
Invierno 8,19 3,62




