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Composicion pigmentar de variantes
amarillas v rojas de Ahnfeltia plicata
(Ahnfeltiaceae, Rhodophyta) en la Region de Magallanes

Pigment composition of yellow and red variants of Ahnfeltia plicata
(Ahnfeltiaceae, Rhodophyta) in the Magellan Region
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Resumen

La Division Rhodophyta se caracteriza por
tener representantes de macroalgas con valor
comercial, debido a sus ficocoloides (carragenanos
y agaranos). Ahnfeltia plicata, es una macroalga
productora de agarosa y por lo tanto representa una
oportunidad para la pesca artesanal y la industria.
Praderas naturales de A. plicata observadas en
Seno Skyring, Regién de Magallanes, presentan
variantes de color amarillas y rojas, que se adaptan
ecofisiolégicamente a las condiciones ambientales
de sus habitats. Uno de los parametros fotosintéticos
para evaluar el estado fisiolégico de las macroalgas,
es la concentracion de pigmentos fotosintéticos. El
objetivo del presente estudio, fue determinar las
concentraciones de clorofila o y ficobiliproteinas,
de variantes amarillas y rojas de A. plicata, que
habitan en el sector de Seno Skyring, Region de
Magallanes. Se realizé la extraccion de pigmentos,
mediante el uso de nitrégeno liquido y acetona al
90%. Las variantes rojas presentaron las mayores
concentraciones de pigmentos fotosintéticos en
base a AFC (287,443 + 202,045 ug/g MF =+
ES); FC (144,780 = 89,430 ug/g MF = ES); FE
(367,850 = 219,185 ug/g MF + ES) y clorofila o
(Chl a: 61,975 + 219,185 ug/g MF = ES). Estos
resultados sugieren adaptabilidad a wvariaciones
abidticas ambientales para la variante roja de A.
plicata, derivado de una posible mayor capacidad
de absorcién de la energia luminosa.
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Abstract

The Rhodophyta Division is characterized by
having representatives of macroalgae with
commercial value due to their phycocolloids.
Ahnfeltia plicata It is a macroalgae producing
agarose and therefore an opportunity for artisanal
fisheries and industry. Natural meadows of A.
plicata from Skyring Sound (Magellan Region),
display yellow and red variants that should
adapt eco-physiologically to environmental
conditions of their habitats. The concentration
of photosynthetic pigments is one of the
parameters used to assess the physiological state
of the seaweeds. The objective of this study was
to determine the concentrations of chlorophyll
a and phycobiliproteins, in the yellow and red
variants of A. plicata, inhabiting the Skyring
Sound. The pigment extraction was performed
using liquid nitrogen and acetone at 90%. The
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red variants have the highest concentrations of
photosynthetic pigments such as AFC (287,443
+ 202,045 ug/g MF + ES); FC (144,780 =+
89,430 ug/g MF + ES); FE (367,850 + 219,185
ug/g MF + ES) and chlorophyll a (Chl a: 61,975
+ 219,185 ug/g MF = ES). These results suggest
adaptation of the red variant of A. plicata to the
abiotic environmental conditions, thus allowing
a possible greater absorptivity of light energy.

Key words:
Rhodophyta, color variants, pigments,
Sub-Antarctic region.

INTRODUCCION

Algunas  especies de  macroalgas
pertenecientes a la Division Rhodophyta
presentan un importante valor comercial

debido a la presencia de ficocoloides (agar v
carragenanos), exclusivos de las macroalgas sin
equivalentes sintéticos (Gémez, 2013), de amplia
utilizacién en la industria quimica, agroalimentaria
y productos biomédicos, utilizados como agentes
gelificantes, espesantes y estabilizantes (Mansilla
et al. 2012). Actualmente, la demanda de
la industria nacional chilena por ficocoloides
como materia prima sigue en aumento, siendo
imperioso incorporar recursos alternativos para
la extraccion de ficocoloides, que ayuden a
diversificar los recursos extraidos en la region,
proporcionando nuevas fuentes de materia
prima para la industria (Mansilla et al. 2012).
Ahnfeltia plicata (Hudson) Fries 1836 (Division
Rhodophyta), es considerada una agardfita
(Maggs & Pueschel, 1989), que produce agarosa
con importantes propiedades antioxidantes,
antitumorales y anticoagulantes (Matsuhiro et
al. 2014) generando una oportunidad para la
pesca artesanal v la industria en la Regién de
Magallanes y Antartica Chilena y el pais.
Ahnfeltia plicata, pertenece al orden
Ahnfeltiales y a la familia Ahnfeltiaceae. Habita
el intermareal bajo y el submareal somero, en
sustratos rocosos dominados por bolones con
alta exposicion al oleaje (Avila et al. 2012), crece
hasta los 20 metros de profundidad formando
extensas praderas marinas (Mansilla et al. 2013).
Ahnfeltia plicata ademas cumple un importante

rol ecolégico, puesto que las extensas praderas
albergan una gran cantidad de organismos como
crustaceos, moluscos y anélidos (Avila et al.
2012). Ahnfeltia plicata ha sido referida para
ambos hemisferios, en regiones frias tales como
Alaska, Noruega, Rusiay en Chile, principalmente
en Valdivia, Puerto Natales, Seno Skyring, Seno
Almirantazgo—- Isla Grande de Tierra del Fuego,
Region de Magallanes (Wiencke & Clayton,
2002; Mansilla & Navarro, 2003).

Particularmente se ha observado que en
poblaciones naturales de A. plicata, localizadas en
Seno Skyring (Regién de Magallanes), se pueden
distinguir dos fenotipos, individuos con coloracién
amarilla e individuos con coloracién roja
(coloracién normal de la especie). Estas variantes
pigmentares, han sido observadas en otras
especies de macroalgas, siendo utilizadas como
marcadores para el aislamiento de cepas altamente
productivas (Zhang & Van der Meer, 1987; Niwa
et al. 2002) y también para funciones fisiolégicas,
estudios bioquimicos de la composicién del
pigmento, historia de vida, procesos fotosintéticos,
composicién y crecimiento de polisacaridos
(Kursar et al. 1983a, b; Ramus & van der Meer,
1983; Costa & Plastino, 2001; Guimaraes et
al. 2003; Yokoya et al. 2003). La apariciéon
de tales cepas de colores se relaciona con la
concentracion relativa de pigmentos de clorofila a
y pigmentos accesorios, como las ficobiliproteinas
(aloficocianina, ficocianina v ficoeritrina) o a una
deficiencia de estos ultimos (Yokoya et al. 2007).
La aparicién de cepas de colores es comun entre
Rhodophytas, y han sido estudiadas en géneros
como Gracilaria (C. Agardh) Greville, 1830
(Costa & Plastino, 2011; Ursi & Plastino, 2001);
Eucheuma (N. L. Burman) Collins & Hervey,
1917 y Kappaphycus (F.Schmitz) Doty ex P.C.,
1996 (Gerung & Ohno, 1997). Los individuos
con diferentes composiciones de pigmentos
pueden presentar variaciones en las respuestas
bioquimicas y fisiologicas a factores abibticos
(Kursar et al. 1983a, b; Yokoya et al. 2007),
pueden presentar diferentes composiciones de
polisacéaridos (Guimaraes, 2000), y diferentes
tasas de crecimiento y patrones fotosintéticos
(Guimaraes, 2000; Ursi & Plastino, 2001; Yokoya
et al. 2007).

Los pigmentos fotosintéticos son compuestos
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particularmente diversos en las algas, los cuales son
capaces de generar adaptaciones y aclimataciones
que favorecen su sobrevivencia (Werlinger 2004,
Plastino & Mansilla, 2004). Por lo tanto, uno de los
parametros que permite evaluar el estado fisiologico
de una especie de macroalga es la concentracion
de pigmentos fotosintéticos los cuales absorben
eficientemente la luz emitida entre los 400-700
nm (Motten, 1995). Para la Division Rhodophyta,
se encuentran presente los pigmentos: clorofila
a (440 y 675 nm) y ficoeritrina (545 v 563 nm),
ficocianina (550 v 617 nm) y aloficocianina (650
nm), (Werlinger, 2004; Gantt, 1990).

Debido a la importancia comercial de A.
plicata, tnico genero del orden Ahnfeltiales de
importancia economica (Mansilla et al. 2013),
debido a la presencia del polisacarido agarosa,
(Matsuhiroetal. 2014), esimperantelarealizacién
de investigacién aplicada sobre su ecofisiologia,
ademés de estudios base sobre su crecimiento y
produccién de pigmentos organicos, entre otros,
que permitan optimizar condiciones para su
cultivo (salinidad, temperatura, irradiancia, etc.).
El objetivo del presente estudio fue determinar
las concentraciones de pigmentos de variantes
amarillas vy rojas de A. plicata, incluidas las
ficobiliproteinas (aloficocianina, ficoeritrina y

ficocianina) y clorofila a, para la caracterizacién
de ambas variantes de color que crecen en
Skyring,

poblaciones naturales de Seno

Ecorregion Subantartica de Magallanes.
MATERIAL Y METODOS
Area de estudio

Ejemplares de coloraciéon amarilla y roja
(Fig. 1) fueron colectados en invierno 2012,
los cuales crecen naturalmente en poblaciones
de A. plicata en la localidad de Seno Skyring
(562°39°21,77 S; 71°30’34,5” O), ubicada en
Isla Riesco a 80 kilémetros de Punta Arenas,
Regién de Magallanes (Fig. 2). Las praderas de
A. plicata en esta localidad estdn expuestas a
vientos predominantes del noroeste a 2,5 metros
aproximadamente de profundidad durante la
pleamar.

Procedimiento de muestreo y
extraccion de pigmentos

Talos de A.plicata colectados en Seno Skyring
fueron trasladados en un recipiente térmico al
Laboratorio de Macroalgas Antérticas y Subantarticas
(LMAS) de la Universidad de Magallanes (Pta. Arenas).
Los talos fueron separados segiin su coloracion
(amarilla y roja). La extraccién de pigmentos se
realizd de acuerdo al protocolo de Kursar et al.
(1983) con modificaciones de Plastino & Guimarées,
(2001). Se pesaron 300 mg. de seis talos de cada

Fig. 1. Ejemplares de coloracién amarilla y roja de Ahnfeltia plicata, colectadas del Sector
de Seno Skyring, Region de Magallanes.
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Fig. 2. Area de estudio de las praderas naturales de Ahnfeltia plicata en Seno
Skyring, Region de Magallanes.

variante (amarilla y roja), los cuales fueron congelados
y triturados en un mortero con nitrégeno liquido.
Posteriormente las muestras fueron depositadas en
tubos de centrifuga a los que se le adicion6 1 mL de
tampon fosfato (50 mM: pH 5,5 y T 4°C). Luego
se sometio a centrifugaciéon a 11.000 rpm., 4°C y
20 min (Eppendorf Centrifuga 5804 R). Posterior al
proceso de centrifugacion, se extrajo el sobrenadante
de los tubos de centrifuga para luego anadirlo en
celdas de espectrofotometria, procediendo a la lectura
de concentracién de ficobiliproteinas (aloficocianina,
ficoeritrina y ficocianina) en un espectrofotémetro
(Espectrofotémetro SCINCO UV /Visible utilizandose
para la medicién de las absorbancias de pigmentos
totales), con longitudes de onda de 498,5, 614
y 651 nm., de acuerdo a la cuantificacion de

pigmentos descrita por Kursar et al. (1983). El
precipitado resultante fue afiadido en un tubo de
centrifuga v se le adicioné acetona al 90%. Luego
se llevo nuevamente a centrifugacién a 10.000 rpm,
4°C y 15 min. Posterior a este proceso se extrajo
el sobrenadante depositandolo en su respectiva
celda para la lectura de clorofila a. Una vez en
el espectrofotémetro se realizé la lectura con
longitudes de onda de 630, 647 v 664 nm., de
acuerdo a la cuantificacién de pigmentos descrita
por Jeffrey & Humphrey, (1975).

Los méximos y datos de absorcion de
cada pigmento se obtuvieron con el programa
Visionlite 5.0, para luego realizar la cuantificacion
de pigmentos de acuerdo a las siguientes
formulaciones (Tabla 1).

Tabla 1. Férmulas para la cuantificacion de los pigmentos
(AFC: aloficocianina, FC: ficocianina, FE: ficoeritrina, Chl a: clorofila a).

Cuantificacién de Pigmentos

Ficobiliproteinas
Aloficocianina - AFC
Ficocianina - FC
Ficoeritrina - FE

(Kursar et al. 1983)

Ecuacion
AFC=181,3. A, - 22,3. A,
FC=151,1. A, ,-99,1. A,
FE=155,8. A

498, 5

-40,0. A, - 10,5. A,

1

Clorofila a (Jeffrey & Humphrey, 1975)

Chla= 11.85 A, -1.54 A, -0.08 A
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Los analisis de datos crudos y estadisticos se
hicieron en Statistica® y Microsoft Office Excel 97-
2003. La graficaciéon de resultados del promedio
(= DE, desviaciéon estandar) de concentracion
pigmentar se realizaron en Microsoft Office Excel
97-2003. El andlisis estadistico de los datos se
realiz6 con un modelo no paramétrico de Mann-
Whitney en el Software STATISTICA 7.1 V, con
probabilidad p=0,05.

RESULTADOS

Las concentraciones pigmentares para cada
variantede A. plicata (amarillasy rojas) indicaron que
la variante roja presenta una mayor concentracién
pigmentar en base a las AFC (287,443 + 202,045
ug/g MF + DE), FC (144,780 + 89,430 ug/g
MF + DE), FE (367,850 + 219,185 ug/g MF +
DE) y Chl a (61,975 + 219,185 ug/g MF + DE),
(Fig. 3). El pigmento fotosintético ficoeritrina fue
el que present6é el mayor valor de concentracion
pigmentar (Fig. 3). El andlisis estadistico, con el
test del modelo no paramétrico de Mann-Whitney,
indico que existen diferencias significativas en Chl
a entre las variantes amarillas y rojas de A. plicata,
con un valor de p=0,004 (Tabla 2).

Respecto a las relaciones pigmentares para
cada variante de A. plicata (amarillas y rojas), la
variante amarilla presenté mayores valores para

las relaciones FE/Chl a (12,26), FC/Chl a (5,49)

600
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100
50
0

Concentracién pigmentar (u g/g MF)

Variante amarilla

y AFC/Chl a (15,05), mientras que la variante roja
de A. plicata, presenté mayores valores para las
relaciones de FE/FC (2,56), FE/AFC (1,35), FC/
AFC (0,53) (Fig. 4).

Tabla 2. Analisis estadistico de los valores de
concentracién pigmentar de variantes amarillas
y rojas de A. plicata. (AFC: aloficocianina, FC:
ficocianina, FE: ficoeritrina, Chl a: clorofila a).

Variables Valor p
Chl a 0,004*
FE 0,078
FC 0,078
AFC 0,200
*p>0,05
DISCUSION Y CONCLUSION
Segin Kirk (1994), las wvariaciones

cromaticas pueden ser el resultado de una
aclimatacion fenotipica a distintas intensidades de
luz (fotoaclimatacion) o a variaciones genotipicas.
Estas variaciones pueden observarse facilmente en
terreno, donde las praderas naturales de A. plicata
en el sector de Seno Skyring, presentan variantes
de coloracién amarilla y roja. Generalmente en
las estaciones donde la fertilidad es baja (otofio-
invierno), los talos poseen una coloracién amarilla

m AFC
O FC
3 FE
A Chla

Variante roja

Fig. 3. Concentraciéon pigmentar (mg/g) de variantes amarillas y rojas de A. plicata
colectadas del Sector de Seno Skyring, Regién de Magallanes. (AFC: aloficocianina, FC:
ficocianina, FE: ficoeritrina, Chl a: clorofila a).



20 F. MENDEZ et al.

16

14

12

10

B Amarilla

| Roja

Relacién Pigmentar
®

6
4
2 7 :
0 ] I
FE/FC FE/AFC  FE/Chla FC/AFC FC/Chla AFC/Chla

Fig. 4. Relacion pigmentar de variantes rojas y amarillas de A. plicata, colectadas del Sector de Seno
Skyring, XII Region. (AFC: aloficocianina, FC: ficocianina, FE: ficoeritrina, Cl a: clorofila a).

y roja, por el contrario, en las estaciones con mayor
fertilidad (primavera), la mayoria de los talos suelen
poseer una coloracién roja. Observandose una
relacién asociada con la marcada estacionalidad
en zonas de altas latitudes, principalmente influida
por fotoperiodo e intensidad de radiacién solar
que determinan variaciones en macroalgas (Ojeda
et al. 2014). Esta caracterizacion de las variantes
de A. plicata, podria profundizarse a futuro en
base a estudios morfolégicos a nivel celular y
moleculares para definir si las variantes de color,
representan expresiones genéticas de origen
nuclear o cloroplastidial como definido para otras
especies de la Division Rhodophyta como referido
por Guimaraes (2000); Ursi y Plastino (2001).
Neveux et al. (2006), sefnala que la
ficoeritrina es la responsable de otorgarle el
color rojo a las algas, este pigmento accesorio
juega un importante rol en la captacién de la luz
en macroalgas rojas. Ademas de ser una de las
reservas mas importantes de nitrégeno en las
algas (Martinez & Rico, 2006). Los resultados del
presente estudio coinciden con los obtenidos en el
trabajo realizado por Fernandes et al. (2012), en
Hypnea musciformes (Wulfen) J. V. Lamouroux,
1813, cuya concentracién de ficoeritrina es
predominante tanto en condiciones de cultivo
como en condiciones naturales. En el estudio
realizado por Costa et al. (2001), los ejemplares
de Gracilaria birdae de coloracién roja, verde-

marrén y verde, colectados en un mismo ambiente
y posteriormente sometidos a un cultivo, se obtuvo
que los ejemplares de mayor crecimiento fueron
los de coloracién roja. Resultado de deficiencias
metabdlicas, caracteristica en mutantes de
coloracién verde, lo que disminuye su eficiencia
fotosintética, traducido en un menor crecimiento.
Para Niwa et al. (2002), los valores de ficoeritrina
y las relaciones FE/Chl a y FE/FC son mayores
para el tipo silvestre rojo en comparacién al
tipo mutante verde de la especie Porphyra
vezoensis Ueda (1932), por lo tanto, infieren
principalmente a una variacién cuantitativa de
ficobilinas. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en A. plicata, con valores mayores en
las relaciones FE/FC y FE/AFC para las variantes
rojas. De acuerdo a lo sefialado por Yokoya et al.
(2007), las concentraciones de ficobiliproteinas,
y principalmente la ficoeritrina, se encuentra
estrechamente relacionado a factores ambientales
como los niveles de irradiacion y la eficiencia
fotosintética, lo que probablemente pueda estar
ocurriendo con la variante roja de A. plicata,
como una variante mucho mas eficiente en
absorber energia luminosa, a diferencia de la
variante amarilla.

Los resultados permiten concluir que la
variante roja de A. plicata present6 las mayores
concentraciones de pigmentos fotosintéticos en
base a ficobiliproteinas y clorofila a. De acuerdo
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al mayor valor de ficoeritrina obtenido para la
variante roja, se puede indicar que es la variante
mas eficiente fotosintéticamente.. También es
importante tener en cuenta las condiciones de luz
a las que se enfrenta A. plicata, como la marcada
estacionalidad que se produce en estos ambientes
de altas latitudes, y que genera la necesidad de
adaptaciones pigmentares de las especies para
la captacién eficiente de energia luminosa. Por
dltimo, cabe mencionar que estas coloraciones
(amarilla y roja) pueden ser efecto de variaciones
genéticas intraespecificas en ejemplares de A.
plicata. (Yokoya et al. 2007; Martins & Yokoya,
2010).

El presente estudio sobre la composicion
pigmentar de las variantes amarillas y rojas de
A. plicata, contribuye al conocimiento fisiolégico
en variantes de A. plicata y proporciona nuevos
antecedentes para futuros estudios genéticos y
biotecnolégicos de esta especie de valor comercial
presente en la regién de Magallanes, .
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