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RESUMEN

Los cultivos de macroalgas han tenido una tendencia en aumento durante los ultimos afos,
ya que representan una estrategia con impacto global gracias a sus aplicaciones en
sectores clave como la alimentacion, la salud, la cosmética y la energia, sin embargo, en
Colombia esté es un sector poco desarrollado, teniendo esto en cuenta, el objetivo del
presente trabajo fue implementar un sistema de cultivo semicerrado para evaluar la tasa de
crecimiento de los talos de Hypnea musciformis en condiciones controladas de salinidad,
temperatura y pH. Para ellos, se realizaron dos cultivos entre septiembre - diciembre del
2022 y agosto - noviembre del 2023. Los talos colectados se aclimataron, se sembraron y
se midio su tasa de crecimiento diario promedio (TCDm), en respuesta a cuatro tratamientos
de NaNO3 (5 mM, 15 mM, 20 mM y 0 mM), dos tipos de sustrato (esqueleto de coral (SC) y
mallas de polipropileno (SM)) y dos condiciones de luz (blanca a 30 pmol. m™2.s™ y luz azul
+ blanca a 106 ymol. m™2.s™"). Se realizaron extractos mediante UHPLC-DAD y UHPLC-
MS/MS para cuantificar el perfil de aminoacidos tipo micosporina (MAAs). Por ultimo, se
utilizé metanol para la extraccién de kappa-carragenina y SEC-HPLC para determinar su
peso molecular. En el primer ensayo, el mayor TCDm se obtuvo a los 8 dias, el cual fue de
4,613+ 2.792 %; n = 8 con 5 mM y para el segundo fue a los 35 dias, 0.866 + 0.576 %; n =
24 con 5 mM. Aunque no hubo diferencias significativas entre los sustratos, el ensayo 1 con
SC y 5 mM [NaNOs3] presentd un TCDm de 6.973 %. Se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos para el ensayo uno (PERMANOVA, pseudo F = 12.262,
p = 0.0001), y entre las condiciones de luz para el ensayo dos (PERMANOVA, pseudo F =
9.151, p = 0.003). La luz blanca alcanzé un TCDm de 0.619 £ 0.980 %; n= 56 con 15 mM
[NaNQ:s]. Las muestras cultivadas revelaron solamente trazas de MAAs, un rendimiento de
extracciéon de kappa-carragenina entre 20.5 a 34.7 % y pesos moleculares de 134.80 KDa
a 163.04 KDa. Se logré promover el aumento en el crecimiento de los talos y determinar
que las variables contribuyen en un 34.8 % a la variabilidad del TCD, sin embargo, se
destaca la importancia de optimizar las condiciones ambientales y el uso de biofiltros para
limitar la presencia de organismos competidores, con el fin de optimizar y garantizar la

viabilidad del cultivo a largo plazo.

Palabras clave: Kappa-carragenina, micosporinas, tasa de crecimiento, sustratos,

nutrientes.



ABSTRACT

Macroalgae cultivation has been on the rise in recent years, representing a strategy with
global impact thanks to its applications in key sectors such as food, health, cosmetics, and
energy. However, in Colombia, this sector remains underdeveloped. Therefore, the objective
of this study was to implement a semi-closed cultivation system to evaluate the growth rate
of Hypnea musciformis thalli under controlled salinity, temperature, and pH conditions. Two
cultivation periods were conducted between September and December 2022 and August
and November 2023. The collected thalli were acclimatized, planted, and their average daily
growth rate (TCDm) was measured in response to four NaNO3 treatments (5 mM, 15 mM,
20 mM, and 0 mM), two substrate types (coral skeleton (CS) and polypropylene mesh (PM)),
and two light conditions. (white light at 30 ymol m™ s™ and blue + white light at 106 ymol
m™ s™'). Extracts were prepared by UHPLC-DAD and UHPLC-MS/MS to quantify the
mycosporine-like amino acid (MAA) profile. Finally, methanol was used for kappa-
carrageenan extraction and SEC-HPLC to determine its molecular weight. In the first assay,
the highest TCDm was obtained at 8 days, which was 4.613 + 2.792 %; n = 8 with 5 mM,
and for the second it was at 35 days, 0.866 + 0.576 %; n = 24 with 5 mM. Although there
were no significant differences between substrates, trial 1 with SC and 5 mM [NaNO3]
showed a TCDm of 6.973%. Significant differences were found between treatments for trial
1 (PERMANOVA, pseudo F = 12.262, p = 0.0001), and between light conditions for trial 2
(PERMANOVA, pseudo F = 9.151, p = 0.003). White light achieved a TCDm of 0.619 +
0.980%; n = 56 with 15 mM [NaNO3]. The cultured samples revealed only traces of MAAs,
a kappa-carrageenan extraction yield between 20.5 and 34.7 %, and molecular weights from
134.80 kDa to 163.04 kDa. It was possible to promote increased thalli growth and determine
that the contributing variables accounted for 34.8% of the TCD variability; however, the
importance of optimizing environmental conditions and using biofilters to limit the presence
of competing organisms is highlighted, in order to optimize and guarantee the long-term

viability of the crop.

Keywords: Kappa-carrageenan, mycosporins, growth, substrates, nutrients.
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1. INTRODUCCION

La acuicultura de macroalgas es una alternativa sostenible que impulsa la nutricion, la
industria y el desarrollo costero. En el siglo XXI el sector de la acuicultura ha tenido un
mayor reconocimiento por su contribucion esencial en la nutricion mundial y la seguridad
alimentaria (FAO, 2022). Durante la propagacién de COVID-19, la produccion global de
organismos acuaticos se estimé en 178 millones de toneladas, siendo alimentos disponibles
para el consumo humano (FAO, 2022; Monirul et al., 2022). Para el 2020 y el 2022 este
sector aport6 el 50.3 y el 50.9 % de la produccién mundial, equivalentes a 122.6 y 130.9
millones de toneladas respectivamente (FAO, 2024; FAO, 2022; Monirul et al., 2022). De lo
cual, la produccion de algas (algas marinas y microalgas) fue de 36.1 millones de toneladas
(27.9 %) en el 2022 y de 35.1 millones de toneladas (26.8 %) en el 2020, correspondiente
a aquellas destinadas a usos alimentarios y no alimentarios (FAO, 2024; FAO, 2022). Las
macroalgas dominaron este mercado con un incremento de medio millén de toneladas

equivalente a un aumento de 1.4 % con respecto a 2019 (FAO, 2022; Borit y Olsen, 2016).

El continente asiatico representé la mayor produccién de algas marinas a nivel mundial
(99.4 %) y desde 1991 China ha sido uno de los mayores productores, aportando el 59.75
% en 2020 (FAO, 2022). Otros continentes como el africano, América, Europa y Oceania
representaron el 0.30 %, 0.07 %, 0.06 % y el 0.03 % respectivamente durante el mismo
periodo (FAO, 2022; Cai et al., 2021).

El aumento de la oferta y la demanda, los cambios en las preferencias de los consumidores
y los avances tecnoldgicos son algunos factores que han incrementado el consumo de
alimentos acuaticos en las ultimas décadas (FAO, 2022). Entre las especies de macroalgas
mas cultivadas a nivel mundial durante el 2020, se encuentran Saccharina japonica,
Eucheuma sp, Gracilaria sp, Undaria pinnatifida, Porphyra sp, Kappaphycus alvarenzii,
Sargasum fusiforme y Eucheuma denticulatum, de las cuales S. japdnica domina el
mercado, con una produccion anual del 35.5 % (FAO, 2022; Buschmann et al., 2017; Kim
etal., 2017). EI 97 % de esta produccién corresponde a algas provenientes de la acuicultura,
mientras que solo el 3 % proviene de la recoleccién y explotacion de poblaciones silvestres
(Arias et al., 2022). Adicionalmente, de las 9800 especies de algas marinas descritas
unicamente el 0.17 % ha sido domesticado el para su explotacién comercial (Duarte et al.,
2007; Pereira, 2021).
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Considerando estas cifras, para lograr un cultivo exitoso, es importante tener en cuenta
multiples factores al momento de implementar un sistema acuicola. En el caso de las
macroalgas, el movimiento del agua (Gaspar et al., 2020), la disponibilidad de nutrientes, el
tipo de sustrato y las condiciones de luz éptimas, son variables ambientales claves que
pueden determinar el rendimiento de biomasa y la productividad (Cai et al., 2021; Andersen,
2005; McHugh, 2003). El nitrégeno, el carbono y el fosforo son los tres principales nutrientes
que se agregan a los sistemas intensivos y pueden ser manipulados para favorecer la
sintesis de moléculas secundarias de gran interés comercial (Garcia et al., 2012; Andersen,
2005; McHugh, 2003). La absorcion de estos nutrientes y el crecimiento de las algas
pueden estar regulados adicionalmente por factores abidticos y bidticos (Bravin y
Yoneshigue, 2002), por lo que evaluar su efecto, y determinar las variables ambientales
optimas que influyen en su metabolismo, puede mejorar el rendimiento en los cultivos con

base en su crecimiento (Garcia et al., 2012; Andersen, 2005; Bravin | y Yoneshigue, 2002).

Por otro lado, las algas marinas son de vital importancia, ya que producen el oxigeno
necesario para el metabolismo de otros organismos (Nauer et al., 2015) y son productores
primarios en la red tréfica, generando materia organica a partir de luz solar, didxido de
carbono y agua (Caires et al., 2013). En términos de uso y aprovechamiento, son utilizadas
en alimentos como suplemento en ensaladas, comidas o sopas, y también tienen
aplicaciones industriales, como en la produccion de agar y carragenina (Cai et al., 2021;
Delgadillo y Newmark, 2008). Se usan en comunidades humanas desde la época romana,
cuando eran empleadas como fertilizantes (Arias et al., 2022). Ademas, ayudan a mitigar la
acidificacion de los océanos, almacenan carbono, pueden combatir los efectos del cambio
climatico, generan habitats y recursos para otras especies ayudando a la restauracion de
los ecosistemas marinos y permiten la implementacién de cultivos multitréficos, de gran

interés para la industria de la maricultura (Perpetuo et al., 2003).

En este contexto, el género Hypnea sp (Gigartinales) conformado por algas rojas,
distribuidas principalmente en la zona intermareal, pueden estar adheridas a rocas someras
o como epifitas de otros organismos, principalmente Sargassum spp (Pereira, 2021; Yokoya
et al., 2020; Gaspar et al., 2020). Son talofitas que contienen clorofila como pigmento
fotosintético principal, presentan una alta plasticidad fenotipica y tienen una amplia
distribucion a nivel global (Graham y Wilcox, 2000). En especial, Hypnea musciformis que

puede llegar a medir hasta 20 cm de longitud, aunque suelen fragmentarse antes de llegar
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a dicha altura. Su coloracion varia entre rojo y marrédn rojizo, y puede tornarse amarilla si

crece en lugares con nutrientes limitados (Cosenza et al., 2013, Lahaye, 2001).

Su cultivo es de gran importancia debido al interés comercial que representa. Uno de los
componentes mas abundantes presente en su pared celular es el polisacarido kappa —
carragenina, una sustancia que se utiliza industrialmente como agente gelificante,
estabilizante, espesante o emulsionante (Perpetuo, et al., 2003; Campos, et al., 2009). Se
ha documentado su uso en la industria farmacéutica, cosmética, grafica y textil, asi como
agentes de control de movilidad renovables, ecoldgicos y no toxicos para la recuperaciéon
de entornos afectados por derrames de petroleo (Cosenza, et al., 2013; Iglauer et al., 2011).
El cultivo mundial de algas rojas aumenté de 21000 toneladas en 1950 a 18.3 millones de
toneladas en 2019. En este mercado, los principales representantes son Gracilaria spp.,
utilizada para la produccion de agar, mientras que Kappaphycus sp se utiliza para extraer
carragenina (Cai et al., 2021; FAO, 2018; McHugh, 2003). Por lo que estudiar el cultivo de
esta especie representa un interés comercial, productivo y de aprovechamiento. Teniendo
en cuenta que en Colombia los cultivos experimentales de macroalgas apenas comienzan
y las investigaciones que se han realizado hasta la fecha permanecen como literatura gris

en tesis, avances e informes de dificil acceso (Arias et al., 2022).

Con base a lo anterior, esta investigacion forma parte del programa BALCARQ aprobado
por Minciencias bajo el titulo bioprospeccién quimica de algas del Caribe colombiano,
coédigo 1101-852-69964 de la convocatoria 852-2019, y comparte financiacién con el
proyecto de la convocatoria interna 1013-19-20 de la Universidad Jorge Tadeo Lozano
(Grupo bioprospeccidn y biotecnologia, COL00070232). Tiene como objetivo evaluar la tasa
de crecimiento diario, el contenido de kappa-carragenina y aminoacidos tipo micosporina
(MAAs) de los talos de H. musciformis, implementando un sistema semicerrado de cultivo
que permita analizar su respuesta a la exposicion de cuatro tratamientos de NaNO3; dos
tipos de sustratos, y dos condiciones luminicas. Para ello, se realizaran monitoreos
continuos del sistema manteniendo parametros constantes como salinidad, temperatura,

disponibilidad de nutrientes, densidad de siembra y pH.

2. JUSTIFICACION

La evaluacién de la tasa de crecimiento de especies marinas cultivadas es fundamental

para comprender su desarrollo y optimizar los sistemas de cultivo. En el caso de la
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macroalga H. musciformis, su estudio es de importancia debido a su potencial aplicativo en
diversas areas, ademas de haber demostrado poseer propiedades bioactivas y
nutricionales, lo que la convierte en un recurso valioso para la industria farmacéutica,
alimentaria y cosmética. Asimismo, su estudio permitira determinar condiciones 6ptimas
para establecer ensayos posteriores a gran escala y proporcionar informacién importante
para el disefio y la operacion de sistemas de cultivos eficientes que aseguren una

produccion continua y sostenible de biomasa de alta calidad.

Muchas comunidades costeras del mundo tienen como tradicion cultural el consumo de
algas. En este contexto, se han documentado alrededor de 700 especies utilizadas con
fines alimentarios: 195 pardas, 345 rojas y 125 verdes, esto es posible ya que la mayoria
no tienen toxinas intrinsecas (Cai et al., 2021; Pereira, 2016). Especies como Saccharina
spp, Porphyra spp y Undaria spp son utilizadas como ingredientes en sopas, ensaladas,
como envolturas de sushi y hasta refrigerios (Buschmann et al., 2017; Tinellis, 2014). Son
un alimento nutritivo, ricos en fibras dietéticas, micronutrientes y compuestos bioactivos
(Cosenza et al., 2013; Holdt y Kraan, 2011). También ayudan a mejorar la salud intestinal
y reduce los riesgos de enfermedades como la obesidad y la diabetes (Gomez y Martel,
2016).

Aparte de su interés alimenticio directo, las algas también se procesan para producir
aditivos como el glutamato y el alginato, obtenido principalmente de S. japonica (Milinovic
et al., 2021), el agar extraido de Gracilaria spp y otras agarofitas o la carragenina
proveniente de Kappaphycus spp. Ademas, extractos como el yodo, el fucoidan, la
fucoxantina y los florotaninos, se utilizan como complementos alimenticios para beneficios
de la salud (Cai et al., 2021; Cosenza et al., 2013). A nivel mundial, y durante el 2019 los
precios promedio de venta fueron de USD 0.47/kg (peso humedo) para las algas pardas,
USD 0.39/kg para las rojas y USD 0.79/kg para las verdes. Desde la perspectiva de la oferta,
las economias en crecimiento pueden ayudar a reducir los costos de produccion, y factores
como los bajos costos de capital y mano de obra son clave para reducir el costo (Cai et al.,
2021). En Colombia, las aplicaciones de las algas se han enfocado principalmente en el
estudio de su composicion (Alvarez et al., 2007), tanto para consumo directo como para
produccion de fertilizantes, en la extraccion de polisacaridos y pigmentos y en la evaluacion

de la actividad bioldgica de los extractos (Arias et al., 2022).
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El primero en realizar diversos esfuerzos para evaluar la posible utilizacion industrial de las
algas, asi como de los cultivos que pudieran suplir la cantidad necesaria de materia prima,
utilizando la rodofita Grateloupia filicina fue Bula-Meyer desde 1989. Hasta la fecha, se han
realizado algunas investigaciones sobre el establecimiento de cultivos piloto de algas
marinas tanto en mar abierto como en tierra, pero toda esta informacién se encuentra en

tesis de pregrado u otros documentos que son de dificil acceso (Arias et al., 2022).

Entre los trabajos mas citados se encuentran los de Delgadillo y Newmark (2008) y
Camacho y Montafa (2012) que establecieron cultivos de H. musciformis en las regiones
de La Guajira y Santa Marta, respectivamente (Arias et al., 2022); Camacho y Montafa
obtuvieron una tasa de crecimiento diario de 2.66 % en mar abierto, comparable con las
que obtienen paises como Bangladesh (3.2 %) y Brasil (5.7 %) (Pereira et al., 2020,
Camacho y Montafia, 2012). Otros autores han realizado cultivos de Gracilariopsis sp en el
Atlantico (Molina et al., 2014) y en la Guaijira (Rincones y Moreno, 2010), asi como de K.
alvarezii en la misma regién (Diaz y Diaz, 2004). No obstante, todos presentaron
dificultades, como tasas de crecimiento reducidas o pérdida de material vegetal por las
condiciones ambientales del lugar donde se realizaron los cultivos (Arias et al., 2022; Pefa
y Palacios, 2011). En cuanto a los cultivos terrestres la informacion es limitada y se destaca
unicamente el trabajo de laboratorio realizado por Mosquera y Pefia (2016) con Caulerpa
sertularioides, donde determinaron un crecimiento optimo a una salinidad de 25 ppt

utilizando de mar artificial.

Teniendo en cuenta los beneficios industriales y comerciales que pueden generar, las
operaciones de cultivos suelen requerir mucha mano de obra y emplean a muchos
trabajadores a tiempo parcial u ocasionales, convirtiendo gran porcentaje de su produccion
en salarios o ingresos de numerosas familias (Cai et al., 2021). Actividades como el manejo
de postcosecha, distribucion, procesamiento y mercadeo, tienden a generar mas ingresos
y empleo. Por ejemplo, en Filipinas, se involucraron de 100 000 a 150 000 cultivadores de
algas marinas (Hurtado, 2013). La industria de la carragenina también cre6 un gran nimero
de trabajos de apoyo, administrativos en laboratorios, oficinas y segun las estadisticas de
la ONU, 98 paises obtuvieron 2650 millones de dolares en divisas en 2019 a través de la
exportacion de algas (USD 909 millones) e hidrocoloides extraidos de las mismas (USD 1
740 millones) (FAO, 2022; Cai et al., 2021; FAO, 2018).
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A pesar de los avances globales, Colombia continla rezagada frente a paises
latinoamericanos como Chile, Brasil, Peru, y México, los cuales son la industria algal a nivel
mundial (Aleman et al., 2019). Estos paises cuentan con condiciones ambientales
diferentes a las de Colombia y han establecido politicas claras en cuanto al manejo de su
recurso marino (Hayashi et al., 2014), ademas han desarrollado e implementado
tecnologias de cultivo a gran escala en mar abierto que han permitido la expansion de su
industria. Aunque nuestro pais tiene un Plan Nacional para el Desarrollo de la Acuicultura
Sostenible (AUNAP, 2014), este no incluye el cultivo de algas marinas. Por ello, se deben
crear politicas claras y sencillas para acceder a los recursos y establecer permisos para
desarrollar cultivos sostenibles en zonas costeras y oceanicas (Arias et al., 2022). Esto
podria contribuir al aumento de la investigacion en este campo, al desarrollo de tecnologias
de cultivo mas eficientes y respetuosas con el medio ambiente, asi como a la determinacién
de los procesos de extraccidon y purificacion para satisfacer la demanda global de este
mercado. Para lograrlo, se requiere un trabajo en conjunto con las comunidades locales y
la participacion de actores como inversionistas, el sector industrial y el gobierno, y de este
modo garantizar una produccién continua, homogénea y eficiente en el pais (Arias et al.,
2022; Alemain et al., 2019).

3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE
3.1 MARCO TEORICO

3.1.1 Sistema de cultivo

Entre los sistemas mas utilizados para el cultivo de macroalgas, de acuerdo con Weathon
(1993), existen tres tipos, los abiertos, los semicerrados y los cerrados. Los sistemas
abiertos hacen referencia al cultivo de especies hidrobiolégicas en cuerpos de agua
naturales como océanos, lagunas, estuarios, lagos o rios, utilizando estructuras de
cosecha, como las jaulas flotantes (Ortiz, 2014). En los sistemas semicerrados existe un
unico paso de agua en el sistema, cuyo efluente es posteriormente descartado, como por
ejemplo los cultivos mediante raceways, en estanques o canaletas. Finalmente, los
sistemas cerrados el agua es tratada y recirculada hacia las unidades de cultivo (Gémez
et al., 2016).

Los sistemas de cultivo semicerrados tienen una gran ventaja, ya que permiten optimizar

las condiciones del cultivo, asegurar la calidad de la biomasa y minimizar el impacto
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ambiental asociado a la recoleccion en el medio natural (Cornish et al., 2017). Involucran el
control de diversos factores ambientales, como la calidad del agua, la temperatura, la
intensidad luminica, la composicién de los medios de cultivo y la densidad de siembra
(Buschmann et al.,, 2017). Estos parametros son determinantes para el crecimiento y
desarrollo de las macroalgas, debido a su influencia en la fotosintesis, la absorcion de

nutrientes y la reproduccion (Gémez et al., 2016).

Es importante mantener un control constante sobre algunos factores durante el cultivo,
siendo el principal de ellos la calidad del agua de mar natural (AN), ya que es un medio
complejo que contiene mas de 50 elementos, asi como un numero grande y variable de
compuestos organicos. Para el cultivo de algas, el uso directo de AN rara vez es aceptable
(Andersen, 2005). Sin un aporte adicional de nutrientes y metales traza, el rendimiento de
las algas suele ser muy bajo para mantener el cultivo o ensayos de laboratorio, por lo tanto,
se suele requerir un proceso de enriquecimiento (Garcia et al, 2012). Los demas
parametros que se consideran importantes son tanto fisicos como quimicos y se listan en

la figura 1.

3.1.1.1 Parametros fisicos

Una de las mayores ventajas de los sistemas de cultivo cerrados o semicerrados es la
capacidad de regular y ajustar los parametros ambientales, o que permite optimizar el
crecimiento y la salud de las macroalgas. En la figura 1, se presenta un resumen detallado
de los principales factores fisicos como la temperatura, el pH, la salinidad, el movimiento y

la iluminacién, cuyo control favorecer un desarrollo adecuado del cultivo.

3.1.1.1.1 Sustratos
El sustrato, en el contexto de los cultivos de algas, hace referencia al material o medio al
que estos organismos se fijan y crecen. En la naturaleza las macroalgas viven adheridas a
sustratos solidos, por lo que es importante y beneficioso emplear sustratos especificos
disefiados para maximizar la produccion de biomasa (Saavedra et al., 2019). Existen
diferentes tipos de sustratos que se utilizan en funcién del tipo de alga y el propdsito del
cultivo, por ejemplo, en algunos paises de Asia utilizan tres técnicas basadas en sustratos

(De San, 2012) los cuales son:

1. Poste y linea: Consiste en suspender una serie de lineas de 10 m de longitud entre

dos postes. Es un método adecuado para lagunas o zonas poco profundas durante la
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marea baja, y se emplea principalmente en cultivos de pequefia escala. Se controlan
periddicamente y se recolectan durante los dos periodos de marea primaveral de cada

mes.

2. Palangres: Implica el uso de una linea de hasta 50 m de longitud, anclada en cada
extremo y sostenida por flotadores colocados aproximadamente cada 10 m. Se

emplea generalmente en aguas de entre 4 y 10 m profundidad.

3. Basado en rocas: Los esquejes del alga se fijan inicialmente sobre una roca, al cabo
de unas semanas el alga establece sus propios puntos de fijacion. La recoleccion se
realiza durante la marea baja y a pie, cortando el nuevo crecimiento en cada ciclo y
dejando una cantidad suficiente de "raices" para que el ciclo de crecimiento comience
nuevamente. Esta técnica evita la necesidad de colocar nuevos esquejes después de
cada cosecha y representa un importante ahorro de mano de obra. Requiere de un
sitio protegido del oleaje, ya que en lugares demasiado expuestos, las rocas pueden

terminaran en la playa o en el fondo de la laguna (De San, 2012).

[ SALINIDAD ] N
( pH ) © Optimo: 20-50 pot [ MOVIMIENTO )

Factor limitante, valores
extremos afectan
negativamente el crecimiento.

(Alves et al., 2021)

. Optimo: pH 8 Estimula el crecimiento

+« \Valores extremos disminuyen Oxigenacion

el crecimiento y la capacidad Distribucion de nutrientes

de remover el nitrogeno. . Eliminacion de productos de
(Tee et al., 2015) desecho.

(Ryder et al., 2004)
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Figura 1. Parametros fisicos para controlar en un sistema de cultivo semicerrado o cerrado.
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3.1.1.1.2 Luz

La intensidad luminica es un factor fisico esencial para la fotosintesis en algas, ya que se
usa para la absorcion de nutrientes en las células, especialmente nitrégeno y carbono
(Wedchaparn et al., 2015). Es uno de los principales factores que influyen en el crecimiento,
la concentracion de pigmentos y la tasa fotosintética en las algas rojas (Necchi 2005). Las
especies productoras de carragenanos varian segun los lugares en los que existen, la
mayoria son de zonas epipelagicas donde penetra suficiente luz para la fotosintesis
(Olatunji 2020). Carnicas et al., (1999) informaron que, en las zonas tropicales, cuando la
irradiancia ronda los 2500 ymol m2s™, |a fotosintesis maxima de las algas expuestas es de
alrededor de 500 ymol m?2s-!, mientras que en algas en sombra oscila entre 60-150 ymol

m?2s.

Es bien sabido que la tasa de crecimiento (TC) aumenta o disminuye segun la intensidad
de luz, el cual sera el resultado de la tension y la temperatura de cultivo, sin embargo, el
TC de las algas es maxima a una intensidad de saturacién (Juneja et al., 2013). Cuando se
aumenta por encima de los limites de saturacion, causa fotoinhibicién (You y Barnett, 2004).
La composicion celular de las algas se ve afectada por la intensidad de la luz. Por ejemplo,
la tasa de crecimiento de Gracilaria sp aumenta cuando aumenta la intensidad de la luz.
Sin embargo, en la naturaleza, Gracilaria sp no vive bajo una alta intensidad de luz, excepto

en verano (Gémez et al., 2005).

El crecimiento algal también se ve influenciado por la calidad de la luz (blanca, azul, verde,
amarilla o roja), el efecto sobre la fotosintesis puede alterar la acumulacién de pigmentos
fotosintéticos, proteinas y aminoacidos similares a las micosporinas (MAA) que absorben
los rayos UV. En investigaciones realizadas con el alga roja Porphyra leucosticte, las luces
azul y blanca promovieron la mayor acumulacion de compuestos derivados del metabolismo
del nitrégeno, muestras que la luz blanca incrementa la tasa de crecimiento (Korbee et al.,
2005).

En cuanto al tipo de luz artificial que se puede utilizar en un sistema de cultivo terrestre para
proporcionar una intensidad de luz constante, los diodos emisores de luz (LED) son
especialmente empleados debido a su eficiencia en la radiacién fotosintéticamente activa
(PAR), que oscila entre el 80 y el 100 %. Esto proporciona combinaciones de colores con

longitudes de onda que corresponden a la luz azul, verde, amarilla, naranja, roja y otras
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luces, asi como una intensidad que se asemeja al espectro de la luz solar (Katam et al.,
2023). Su potencial radica en producir luz monocromatica de una manera energéticamente
eficiente (Bourget, 2008). En general, comparado con el cultivo de luz fluorescente, la tasa
de crecimiento de las algas podria aumentarse en un 10 — 60 % en condiciones de luz LED

adecuadas (Huang et al., 2021).

3.1.1.2 Parametros quimicos
3.1.1.2.1 Nutrientes esenciales

Existen nutrientes como el nitrégeno, el carbono, el fésforo y el silicio que conforman los
principales elementos requeridos por las algas marinas para llevar a cabo la fotosintesis y
sostener el crecimiento, regulando de forma interactiva sus tasas de produccion (Schmidt
et al.,, 2009). Sin embargo, el silicio se requiere sélo para diatomeas, silicoflagelados y
algunas crisofitas (Andersen, 2005). Generalmente se requieren en una proporcién de
16N:16 Si:1P; mientras que para el carbono se requiere (por unidad de peso seco del tejido)

del 10 % al 50 %, con un valor medio cercano al 25% (Carvalho, 2019).

Estos compuestos ingresan a la celula mediante tres mecanismos principales: transporte
pasivo, difusion facilitada y transporte activo. Una vez que han atravesado la pared celular,
pueden almacenarse en varios depdsitos o ser asimilados. Para que las algas los absorban,
los nutrientes deben cruzar la capa limite de difusion y la pared celular (Schmidt et al., 2009;
Rangel et al., 2014; Lee, 2008).

En esta seccién se profundizara en la importancia de investigar y desarrollar estrategias de
cultivo controlado que permitan maximizar la produccion de biomasa y compuestos

bioactivos, tratando de garantizar la sostenibilidad del proceso.
a) Nutriente esencial nitrégeno:

En los sistemas naturales, el nitrdgeno es el nutriente que mas comunmente limita el
crecimiento de las algas marinas, esta disponible en forma inorganica como nitrato (NO3")
y amonio (NH4"), y en forma organica como urea (Schmidt et al., 2009). A menudo las algas
absorben NOs™ y NH4*" simultaneamente, pero las tasas de captacion pueden ser diferentes
para cada fuente de nitrégeno (Wang et al., 2014). La absorcién de NOs™ se realiza a través

del transporte activo, el cual se asimila a NH4*, lo que requiere la sintesis y el mantenimiento
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de las enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa. Esta “nueva produccién” puede

almacenarse dentro de la célula (Schmidt et al., 2009; Bouzon, 2006).

Para la captacién y asimilacién de este nutriente, se requiere energia de las reacciones
luminosas de la fotosintesis (Navarro y Robledo, 1999). Al tener mas disponibilidad de
nitrégeno, se produce un aumento de los compuestos tisulares como aminoacidos,
ficobiliproteinas y clorofila, lo que a su vez aumenta la actividad fotosintética y el crecimiento
(Naldi y Wheeler, 2002). Sin embargo, este aumento puede reducir el contenido de
ficocoloides (por ejemplo, agar y carragenina), si se limita el nitrogeno, se produce una
alteracion en la produccion de carbohidratos y/o lipidos (McGlathery et al.,, 1996). Para
algunos compuestos de interés comercial, como los agarofitos y carragenofitos, el flujo de
fotosintesis en varios productos finales depende del estado del nitrdgeno tisular (Chopin y
Wagey, 1999).

La produccion primaria basada en NH4*, y urea se denomina "produccion reciclada", ya que
proviene de los desechos de los invertebrados y peces en los sistemas asociados (Bouzon,
2006). La captacion de NH4* tiende a ser por difusion pasiva y normalmente no se almacena
en grandes concentraciones dentro de la célula, se metaboliza rapidamente a aminoacidos
a través de la glutamina y el glutamato sintetasa (Ribeiro et al., 2017). En el pH tipico del
agua de mar, hay alrededor de un 90 % de NH4" y en cuanto a la urea, es necesario que se
caliente para que se descomponga en NHs" y CO. a través de la enzima ureasa,
produciendo 2 moléculas de N (Raven et al., 1999; Carvalho, 2019). El nitrito también se
puede absorber como otra fuente inorganica pero no se considera una forma importante en

el agua de mar natural (Schmidt et al., 2009).

La capacidad de absorcion de nitrdgeno se vera afectada por la etapa de vida en la que el
talo se encuentre, en algunas plantas maduras la presencia de NH4* puede inhibir la sintesis

de NOs7, pero no en fases germinativas (Schmidt et al., 2009).
b) Nutriente esencial carbono y fésforo:

En el agua de mar, el carbono inorganico (Ci) se presenta en altas concentraciones (2 000
pM), principalmente en forma de bicarbonato (HCOs’), en relacion con el CO; disuelto (14
MM DIC), la reabsorcion de HCOs, se realiza a través de transporte activo y requiere
energia, mientras que para que se absorba CO, el mecanismo se realiza mediante difusion

pasiva, que es energéticamente "econdémica" (Andersen, 2005). Las algas que crecen en
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habitats con luz limitada pueden aumentar la absorcién de CO; en relacién con el HCOg',
para reducir los costos energéticos, aunque es poco probable que las algas marinas que
utilizan HCO3™ se vean limitadas por el suministro de C, y alrededor del 35 % de las ellas no
lo pueden utilizar (Turpin, 1991). Por lo tanto, en sistemas altamente productivos, puede
limitar el crecimiento de algunas algas, aunque esto dependera de los mecanismos de

absorcion y sus requerimientos de carbono para el crecimiento (Abreu et al., 2011).

En cuanto al fésforo, en algunos casos puede ser un limitante. Las macroalgas lo obtienen
a través de la enzima fosfatasa alcalina, que descompone la materia organica en la

superficie del alga en PO, 3 el cual lo retoma posteriormente (Chopin y Wagey, 1999).

3.1.1.2.2 Vitaminas

Para el crecimiento adecuado de las algas en un sistema de cultivo controlado, por lo
general se utilizan tres vitaminas: vitamina B12 (cianocobalamina), tiamina y biotina. Sin
embargo, muy pocas algas necesitan las tres (Provasoli y Carlucci, 1974). El orden general

de requerimientos vitaminicos es B12 > tiamina > biotina.

Cuando el objetivo es el cultivo a gran escala de una sola especie, se deben verificar qué
vitaminas requiere dicha especie. Puede ser posible omitir la adicion de dos de las tres

vitaminas, ya que la mayoria de las especies requieren solo una o dos (Andersen, 2005).

3.1.1.2.3 Metales traza

En el agua de mar, solo una baja proporcion de su composicion (0.02 %) corresponde a
elementos traza, que pueden actuar como oligoelementos metalicos debido a su papel en
los sistemas bioldgicos (Fe, Cu, Cd, Se) (Castilla et al., 2021). Se pueden encontrar metales
de transicion (Fe, Mn), metales pesados (Hg, Cd, Cu, Pb y Zn) y metaloides (Se, As), todos
ellos en bajas concentraciones (Mason, 2013). Sin embargo, estos mismos elementos
pueden tener efectos toxicoldgicos en el ecosistema acuatico cuando se encuentran en
concentraciones elevadas, especialmente si provienen de fuentes antropogénicas tales
como aguas residuales, efluentes industriales, urbanos o de operaciones mineras (Aitio et
al., 2007).

En medios de cultivo controlados, donde se utiliza agua de mar natural enriquecida (WSE)

se utilizan soluciones madre de metales traza que pueden consistir en sales de cloruro o
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sulfato de zinc, cobalto, manganeso, selenio y niquel, los cuales se mantienen en una

solucion que contiene el quelante EDTA (Andersen, 2005).

El hierro generalmente se adiciona como cloruro férrico, sulfato ferroso o sulfato amonico.
Dado que el medio marino se encuentra suficiente concentracion de boro, no es necesario
agregarlo. Otros metales trazas, como el mercurio y plomo, no cumplen un rol a nivel
fisioldgico y, a menudo, son téxicos en cantidades muy pequefias, ya que tienden a
bioacumularse en los organismos al no ser metabolizados (Castilla et al., 2021; Andersen,
2005).

3.1.2 Generalidades de las macroalgas

El término "algas" se refiere a una gran diversidad de entidades filogenéticas no
relacionadas, que incluyen desde células picoplancténicas hasta macroalgas marinas (Park
y Li, 2022). Son organismos fotosintéticos autotrofos que no presentan sistema vascular
(xilema y floema) y transforman la energia luminica en energia quimica, capturando diéxido
de carbono (CO.) y liberando oxigeno gaseoso (O2) (Pereira, 2021). Se distribuyen en
habitats marinos, dulceacuicolas y terrestres (Diaz y Diaz, 2003). Su diversidad incluye
individuos unicelulares (microalgas), pluricelulares (macroalgas) y formaciones de colonias
con organizaciones mas complejas (Dawes y Mathieson, 2008). Dan soporte a varias
comunidades de animales como erizos de mar, gasterépodos, peces herbivoros, entre otros
(Pereira, 2021).

La mayoria de las algas marinas tienen en sus células pigmentos que les permiten hacer
fotosintesis y alimentarse por la absorcion de sustancias organicas presentes en el agua
(Pereira, 2020). Su coloracién no es mas que la expresion visible de la combinacion de los
diferentes pigmentos fotosintéticos presentes en sus células (Yokoya et al., 2020). La
mayoria de ellas tienen clorofila localizada en los cloroplastos; debido a esto, hace mas de
un siglo que se hizo la distincion de los diferentes phylum y clases de macroalgas marinas

a partir de su coloracioén (Pereira, 2021; Diaz y Diaz, 2003):

a. Phylum Chlorophyta (algas verdes): Su pigmentacion es idéntica a la de las

plantas vasculares y estda compuesta por clorofilas a y b, ademas de carotenoides.

b. Phylum Rhodophyta (algas rojas): Presenta clorofila a, ficobilinas y algunos

carotenoides como pigmentos fotosintéticos.
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C.

d. Phylum Ochrophyta (algas pardas): todas ellas se agrupan en la clase
Phaeophyceae, poseen clorofilas a y ¢, ademas de carotenoides (donde predomina

la fucoxantina, responsable de su color parduzco).

3.1.3 Ubicacion taxonémica de Hypnea musciformis

Se estima que la diversidad global de todas las algas es de alrededor de 164 000 especies
de las cuales unas 9 800 son algas marinas (Arias et al., 2022; Pereira, 2021) y solo el 0,17
% han sido domesticadas para su explotacién comercial (Duarte et al., 2007). En las costas
de Colombia el niumero de algas conocidas asciende a 619 especies, en el Caribe
colombiano (Rincén-Diaz y Gavio, 2020; Alvarez et al., 2007; Diaz, 2002).

El género Hypnea J.V. Lamouroux (1813) incluye aproximadamente 67 especies
distribuidas principalmente en aguas calidas alrededor del mundo (Geraldino et al. 2009).
H. musciformis, es un alga roja (Rhodophyta), pertenece a la clase Florideophyceae, orden
Gigartinales y se ubica en la familia de Cystocloniaceae (Obis, 2022). Tradicionalmente, la
clasificacion taxondémica dividia a este phylum en dos clases: Bangiophyceae y
Florideophyceae (incluyendo a la gran mayoria de las algas rojas modernas,
aproximadamente 6 200 especies) (Nauer et al., 2014), pero estudios basados en la
biologia molecular, dividieron a las Bangiophyceas en cinco clases distintas (McHugh,
2003).

Por mucho tiempo se agrup6 a H. musciformis en la familia Hypnaceae, separada de la
Cystocloniaceae, debido a que presentaban diferencias morfoldgicas, en Hypnaceae la
estructura del carposporofito es un reticulo de células alargadas que llevan a un solo
carposporangio terminal; mientras que el carposporofito de Cystocloniaceae, es una

estructura erecta y ramificada con cadenas terminales de carposporas (Yokoya et al., 2020).

Otros autores las separaron por la quimica de la carragenina, donde las especies de
Cystocloniaceae presentaban lambda-carragenina, mientras que las especies Hypnaceae

producian principalmente kappa-carragenina (Yokoya et al., 2020; Chiovetti et al., 1998).

Sin embargo, estudios filogenéticos y moleculares posteriores agruparon la familia
Hypnaceae dentro de Cystocloniaceae y también demostraron que las carrageninas lambda

y kappa coexisten en los polisacaridos de numerosos taxones de Gigartinales, siendo un
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criterio insuficiente para separar las dos familias (Saunders et al., 2004; Nauer et al., 2015).
También mostraron que tres especies de algas rojas citadas en el pasado para la costa
brasilefa, H. musciformis (Wulfen) Lamouroux, 1813, H. nigrescens Greville ex J. Agardh y
H. valentiae (Turner) Montagne, eran variantes morfolégicas de una nueva especie, H.
pseudomusciformis (Nauer et al., 2019). Estas variantes crecen en diferentes zonas de la
costa rocosa, siendo la variante H. musciformis la mas comun en la costa brasilefa y se

puede encontrar facilmente formando poblaciones con alta biomasa (Perpetuo et al., 2003).

3.1.4 Habitat y distribucion geografica de Hypnea musciformis

Se encuentran de manera abundante en zonas intermareales y submareales de aguas
tropicales y templadas a calidas. Se adhieren a superficies rugosas y también son
consideradas como epifitas de otras algas de mayor tamafio (Perpetuo et al., 2003). Se
extienden a regiones templadas incluyendo Japén, el Mediterraneo, Texas, Carolina del
Norte y California (Graham y Wilcox, 2000). Esta amplia distribucién puede explicarse por
el aumento de revisiones regionales del género, especialmente en Brasil, Sudafrica, Corea

y Japon, junto con estudios moleculares (Geraldino et al., 2010; Nauer et al., 2014).

El Océano Atlantico y el Mediterraneo son la regién con mayor numero de especies
endémicas de Hypnea sp, encontrandose particularmente en la costa este de los Estados
Unidos, desde Florida hasta Nantucket, en el Caribe, desde el Golfo de México hasta Cuba
(Guiry y Guiry 2014). En Brasil, entre el rio Sao Francisco y Natal. En el continente asiatico,
China tiene el mayor niumero de especies, pero no registran especies endémicas, excepto
H. caespitosa (Nunes, 2005). La especie con la distribucion geografica mas amplia es H.
musciformis, reportada en los océanos Atlantico, indico y Pacifico y en mas de 70 paises.
Otras especies ampliamente distribuidas y mas citadas en estudios floristicos son H.

cervicornis, H. cornuta, H. pannosa, H. spinella y H. valentiae (Guiry y Guiry 2014).

Es bien sabido que Colombia tiene una amplia diversidad de recursos genéticos de
macroalgas, pero se encuentran en bajas proporciones los nimeros de ejemplares en las
zonas donde se ubican (Arias et al., 2022). Los primeros estudios se remontan a 1799 con
Humboldt y Bond-Pland, y posteriormente con Schnetter, quien durante las décadas de
1960 y 1970 contribuyd al inventario y la distribucién geografica de las especies (Schnetter,

2016; Acevedo, 1968). Estudios mas recientes realizados por Rincon y Gavio en el 2020,
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reportaron 619 especies agrupadas en tres reinos, de las cuales el 60 % correspondian a

Rhodophyta, el 28 % a Chlorophyta y el 12 % a Phaeophyceae.

Es importante tener en cuenta que, aunque Hypnea musciformis es una especie que se
encuentra distribuida en varias regiones del mundo, sobre todo en las zonas tropicales,
también se rige por parametros ambientales que pueden beneficiar y potenciar su
crecimiento, tales como el régimen climatico, la temperatura del agua, la salinidad, el pH
entre otras (Cosenza, 2015). En la region del Magdalena el régimen climatico esta
determinado por dos épocas climaticas con dos periodos de transicion. De diciembre a abril
ocurre la época seca mayor, en la que se presentan las mayores intensidades de los vientos
Alisios, lo que produce un evento de surgencia caracteristico de aguas frias, saladas y ricas
en nutrientes (Camacho y Montafa, 2012; Delgadillo y Newmark, 2008), haciendo que la
temperatura superficial del mar varie entre los 20° a 25°C (Angel et al., 2000; Garcia et al.,
2012), y que la salinidad se eleve hasta 38 ppt (Camacho y Montafa, 2012). Durante la
época lluviosa mayor (septiembre-noviembre) los vientos son débiles y las zonas costeras
se ven afectadas por pulsos de aguas continentales, lo que disminuye la salinidad, aumenta
la turbidez, la temperatura varia entre 27° a 30°C (Palacios, 2009; Angel et al., 2000), la
salinidad disminuye hasta 33 ppt y hay un aumento en la oferta de nutrientes (Camacho y
Montana, 2012; Garzén y Cano, 1991).

3.1.5 Morfologia y estructura celular de Hypnea musciformis

Las algas varian en muchos aspectos, incluido el estructural. Por ejemplo, pueden
presentar talos que varian de aplanados a folidceos y cilindrico con varios lobulos y
profundas incisiones que se interconectan entre si 0 con una consistencia membranosa a
cartilaginosa (Andersen, 2005). En Hypnea musciformis, la organizacién celular es uniaxial
y pseudoparenquimatosa, con un eje principal unico o multiple y crecimiento celular apical.
Los tilacoides se encuentran libres dentro de los cloroplastos (Castelar et al., 2015; Yokoya
et al., 2020), Mientras que las ficobiliproteinas se localizan en ficobilisomas en la superficie
de los tilacoides. Asimismo, las células presentan un tapdn proteico que llena la conexién
de las células y esta compuesto por dos membranas de un material ligeramente granular y

denso en electrones (Cosenza, 2015).

El primer estudio anatémico que evalud la seccién transversal del talo fue realizado por

Tanaka en 1941, quien describi6 la especie Hypnea sp. de Japon a partir de caracteristicas
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internas como la disposicion de las células axiales, periaxiales y centrales, asi como el
engrosamiento de la pared lenticular de las células medulares (Delgadillo y Newmark,
2008). Basandose en las caracteristicas anatémicas del talo, los expertos dividieron el
género en dos grupos: El primero esta formado por especies con células axiales iguales o
mayores que las células periaxiales; el segundo agrupa especies con células axiales mucho

mas altas y pequefas que las periaxiales (Nauer et al., 2015).

Para el género Hypnea se distinguen talos ramificados e irregulares, con colores que
pueden variar entre rojo parduzco, amarillo verdoso, rosados, rojos, vinosos, marron o
negruzcos (Cosenza, 2015; Palacios, 2009; Andersen, 2005). Suelen presentar una
estructura frondosa y enmarafiada, con alturas entre 20 y 50 cm. Tienen talos cilindricos de
aproximadamente 600 um de grosor, con ramas cortas a los lados que terminan en punta
curva o en forma de gancho (Figura 2). Estas ramas suelen estar dispuestas en angulos de
45 grados, con alrededor de ocho ramas por centimetro. Ademas, es comun ver muchas

ramas laterales cortas y algunas mas largas en el talo principal (Yokoya et al., 2020).

El talo se fija al sustrato a través de estructuras discoides (discos de fijacion), estolones o
ramas rizoides. H. musciformis en general, posee un rizoide muy pequefo o ausente, por
ello, para anclarse, usa otras especies (generalmente del género Sargassum sp) como

soporte, actuando como epifita (Delgadillo y Newmark, 2008).

Zarcillo

Ramas espinosas

Gancho
Rectos

I em

Figura 2. Diagrama morfolc')‘éico de H. musciformis. Se ilustran las principales

caracteristicas distintivas observables a nivel estructural (Yokoya et al., 2020).
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Este género presenta una amplia plasticidad fenotipica, la cual depende directamente de
las condiciones ambientales en las que se desarrollen, por ejemplo, si crece en aguas con
poca o mucha disposicién de nutrientes. Asi mismo, en la zona intermareal en la que se
encuentren pueden presentan diferencias morfolégicas, ya que crece desde la zona
intermareal superior a media, hacia la franja inferior de la zona intermareal, principalmente

en costas expuestas (Castelar et al., 2015; Pereira, 2021).

A nivel estructural, las especies del género Hypnea tienen células tipicas de algas rojas,
con paredes celulares formadas por microfibrillas incrustadas en una matriz amorfa
(Cosenza, 2015). En H. musciformis, las células corticales estan recubiertas por mucilago
y se conectan con las células subcorticales a través de estructuras constrefidas en el medio
y convexas en los extremos, de aproximadamente 1 uym. En la regién media del talo
presenta células turgentes (Yokoya et al., 2020; Delgadillo y Newmark, 2008). El tejido
presenta entre una y tres capas de células corticales, con una o dos células subcorticales
isodiamétricas y de cuatro a seis células medulares irregulares. Las células corticales y
subcorticales estan rodeadas por una pared celular gruesa compuesta de microfibrillas
concéntricas y un citoplasma denso que contiene cloroplastos con estructuras similares

entre si, ademas de pequenas vacuolas (Rangel et al. 2014).

3.1.6 Ciclo reproductivo

La reproduccion puede ser asexual donde no se produce la fecundacion, o sexual,
caracterizada por la intervencion de la fusién de gametos, generalmente un solo individuo
es capaz de reproducirse tanto asexual como sexualmente (Caires et al., 2013; Nauer et
al., 2015).

3.1.6.1 Reproduccion asexual

En este tipo de reproduccion, la formacién de nuevos individuos puede realizarse a través
de tres procesos distintos, solo interviene la mitosis en la duplicacién y divisién exacta del

material entre dos células hijas (Caires et al., 2013):

a) Fragmentacion del talo: cada fragmento desprendido es capaz de regenerar un

nuevo talo completo y formar un nuevo individuo.

b) Formacion de propagulos: a través de un pequefio cumulo de células con

capacidad de adherirse a un sustrato y desarrollar un talo funcional independiente.
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¢) Produccién de esporas: formadas dentro de esporocistos a partir de divisiones
mitéticas del nucleo de la célula madre. Al final de su diferenciacion, las esporas son

liberadas al medio acuatico a través de una abertura en la pared de esporocistos.

Las esporas tienen como objetivo dispersar la especie. Se adhieren a un nuevo sustrato
lejano, germinan y dan origen a un nuevo talo. Algunas esporas son formas de resistencia,
presentando paredes gruesa e impermeable que les permite pasar breves periodos de
inactividad. Estas caracteristicas son esenciales y necesarias para sobrevivir en

condiciones ambientales adversas (Nauer et al., 2019).

3.1.6.2 Reproduccion sexual:
Este género presenta talo dioico y un ciclo de vida de tipo Polysiphonia, que consta de tres
fases: dos diploides y una haploide (Andersen, 2005). El ciclo reproductivo completado de
H. musciformis fue descrito por primera vez en un cultivo de laboratorio durante 118 dias

por Nauer et al., en 2019.

Las ramas cultivadas en condiciones estandar desarrollan estructuras reproductivas
llamadas tetrasporangios aproximadamente a los 40 dias. Estos se localizan en la corteza
y se originan a partir de las células externas del subcértex, principalmente en las ramas
laterales. Los tetrasporangios presentan formas ovoides y pueden distribuirse a lo largo de
todo el talo o concentrarse unicamente en su base (Pereira, 2021; Delgadillo y Newmark,
2008). El talo se caracteriza por una abundantemente ramificacion, con ejes revestidos por
numerosos talos pequenos, cortos y espinescentes. El proceso de formacién es zonado: la
primera division forma dos células hijas; posteriormente ocurre una segunda division
paralela a la primera, dando lugar a cuatro células hijas haploides denominadas tetrasporas.

Estas tetrasporas se liberan luego de 15 dias (Cosenza, 2015; Rangel et a., 2014).

Después de liberarse por ruptura de la pared celular del tetrasporangio, las tetrasporas se
adhieren al sustrato y se dividen sucesivamente dando lugar a un disco basal. Inicialmente
se desarrolla un eje cilindrico vertical no ramificado, que posteriormente se desarrolla
ramificaciones escasas (Barreto et al., 2019). Los gametofitos y esporofitos son isomorfos.
En el gametofito masculino, los soros espermatangiales se forman en la region cortical del

talo, siendo mas delgados y livianos que los tetrasporangiales (Pereira, 2021).
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Después de la fertilizacion, se desarrollan cistocarpos en los gametofitos femeninos, los
cuales sobresalen del talo y comunmente forman grupos de tres o mas, pero también se
pueden encontrar aislados (Andersen, 2005). Las esporas se pueden liberar a través de
una pequefia abertura, y al germinan dan lugar a nuevas plantas que completan el ciclo de
vida (Barreto et al., 2019).

La transformacién de las células de la corteza en tetrasporangios maduros implica una serie
de cambios estructurales, los cuales incluyen una proliferacion masiva de cloroplastos y un
aumento de los granulos de almidon distribuidos por toda la célula (Cosenza, 2015). Los
tetrasporangios se forman en la region cortical de los talos, siendo su posicion (basal, media
o apical) la unica caracteristica reproductiva que podria ser util en la identificacion de

especies de Hypnea sp (Perpetuo et al., 2003).

3.1.7 Aspectos quimicos de los extractos de Hypnea musciformis
La variedad de polisacaridos que producen las algas marinas ha sido de gran interés para
los cientificos debido a la diversidad de sus estructuras. Hay tres grupos en especial que

se destacan, principalmente por su utilidad a nivel industrial (Cosenza, 2015) (ver tabla 1).

Tabla 1. Polisacaridos presentes en las algas rojas, de interés para usos en diferentes

industrias.
Polisacaridos Grupo Composicion Usos
_ Acido manurénico y Industria alimenticia, textil y
Alginatos Phaeophyta o o
acido glucurénico farmacéutica
D-galactosa y su
3,6-anhidro-D- Industria alimenticia, cosmética
Carragenanos | Rhodophyta o
galactosa. y farmacoldgica
Derivados
D-galactosa y L- Industria alimenticia (agar). En
galactosa o su microbiologia como medio de
Agaranos Rhodophyta _ _
derivado 3,6- cultivo y para geles en
anhidro electroforesis (agarosa)
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En H. musciformis, |la carragenina es un componente fundamental de la estructura celular
del alga. En la fase gametofitica, la kappa-carragenina es predominante, mientras que en
las tetraspoforofitas prevalece la lambda-carragenina. La presencia de este polisacarido
proporciona flexibilidad al talo, permitiéndole adaptarse a cambios en la intensidad del
oleaje. Se ha observado una mayor concentracion de estos polisacaridos en algas que
habitan en zonas rocosas de aguas turbulentas y logran sobrevivir en tales condiciones
(Rozo et al., 2019).

Ademas, en H. musciformis se encuentran pigmentos como clorofilas a y d, carotenos y
ficobilinas. Estas ultimas tienen la propiedad de almacenar azucares en el cortisol de sus
células en forma de granulos de almidén, también conocido como almidén floridean (Aguiar
et al., 2013).

La estructura quimica de las carrageninas se caracteriza por unidades repetitivas de D-
galactosa vy 3,6-anhidro-D-galactosa, unidas alternadamente mediante enlaces
glucosidicos a-1,3 y B-1,4. Estas unidades pueden estar sulfatadas en diversas posiciones,

lo que influye en las propiedades fisicoquimicas del polimero.

05 S0
CH», OH CH,
0 0

OH -0
D - Galactosa 4 - sulfato 3,6 - anhidro D - Galactosa

Figura 3. Estructura quimica de kappa - carragenina.

Otros compuestos de gran interés que se puede extraer de estas algas son los aminoacidos
tipo micosporinas (MAAs), que son metabolitos secundarios nitrogenados de bajo peso
molecular (menos de 400 Da) caracterizados por su alta capacidad de absorcién de
radiacién ultravioleta, con maximos de absorcion que puede variar de 310 a 360 nm (Korbee
et al., 2006; Cockell y Knowland, 1999). Estos compuestos, son solubles en agua, incoloros
y presentan notable estabilidad frente a la fotodegradacién y termodegradacién en

condiciones ambientales normales (Sun et al., 2020; de la Coba et al., 2019).
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Estructuralmente, los MAAs se clasifican en dos grupos principales: las
aminociclohexenonas (oxo-micosporinas), que absorben principalmente en la region UVB,
y las aminociclohexeniminas (imino-micosporinas), con absorcion predominante en la
region UVA. Ambos tipos comparten un anillo central de ciclohexenona o ciclohexenimina,
con diversas sustituciones que incluyen grupos funcionales como ésteres sulfato o
carbohidratos, lo que genera una amplia variedad de derivados (Geraldes y Pinto, 2021).
Estas estructuras confieren a los MAAs propiedades fotoprotectoras al absorber
eficazmente la radiacién UV, ademas de actuar como antioxidantes, protegiendo a las

células del dafio oxidativo inducido por la exposicion solar (Quezada et al., 2011).

Debido a sus propiedades, los MAAs Ee pueden utilizar para producir filtros ultravioletas
(UV) respetuosos con el medio ambiente, que representan una alternativa natural a los
filtros sintéticos convencionales (Terence et al., 2008). Son potentes fotoprotectores
naturales que absorben radiacion ultravioleta (UVR) en el rango de longitud de onda de 310
a 362 nm, y se considera que han evolucionado como una defensa natural contra la
exposicion cronica a los UVR ya que protegen la célula viva absorbiendo la dafina radiacion
solar (Singh y Singh, 2015).

Ahora bien, las macroalgas del orden Gigartinales dentro del cual se encuentra el género
Hypnea, se consideran como altas productoras de MAAs aquellas que superan los 2 mg
MAAs.g™" de peso seco de biomasa algal (DW). Las estructuras reportadas son: shinorina,

asterina-330, porphyra-334, palythina (figura 4).
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Figura 4. Estructuras quimicas de las micosporinas encontradas en el género Hypnea.
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Los compuestos mostrados en la figura 4, corresponden a MAAs que han ganado un interés
significativo a lo largo de los afios debido a su origen natural, su capacidad de absorcion de
la RUV y otras propiedades relevantes para la industria cosmética, como la disminucién del
estrés oxidativo. Estos atributos los posicionan como una opcién prometedora para la

fotoprotecciodn de la piel y la mitigacion de los efectos de la radiacién UV.

En América Latina los estudios sobre el contenido de MAAs en macroalgas rojas son
escasos. En Brasil, una investigacion reporté que los ejemplares de Hypnea musciformis
provenientes de la subregion sur del contenian predominantemente shinorina como el MAA
mas abundante, mientras que aquellas de la subregién sureste y noreste mostraron una

mayor prevalencia de asterina-330 (Briani et al., 2018).

Para Colombia se han publicado dos articulos sobre MAAs en macroalgas marinas, uno de
ellos esta relacionado con muestras recolectadas en el Océano Pacifico y el otro cuenta
con resultados obtenidos en el Mar Caribe (Urrea-Victoria et al., 2023; Urrea-Victoria et al.,
2025), ambos incluyendo macroalgas del género Hypnea. Especificamente para
macroalgas Rhodophytas del género Hypnea, se han reportado los siguientes MAAs:
shinorina, asterina-330, porphyra-334, palythina y micosporina-glicina (Ashkenazi et al.,
2022).

Por otro lado, el género Hypnea es reconocido como fuente de compuestos bioactivos,
entre ellos polisacaridos como la carragenina, altamente valorada en la industria
alimentaria, farmacéutica y cosmética debido a sus propiedades viscosantes y gelificante
(Zia et al., 2017).

En este contexto, H. musciformis ha sido de gran interés a nivel mundial y por ello ha sido
cultivada en paises como por ejemplo Israel, India, Bangladesh, Brasil e incluso Colombia
(Ashkenazi et al., 2022; Ganesan et al., 2006; Mohiuddin et al., 2023; Pereira et al., 2020;
Camacho y Montana 2012). En Colombia, los estudios de cultivo sobre esta especie se han
centrado en la obtencidon de biomasa y uno de ellos también evalud la extraccion de

carragenina (Camacho y Montafa 2012).
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3.2 ESTADO DEL ARTE

3.2.1 Cultivo de algas rojas a nivel mundial

En 2019, las algas rojas representaron el 52.6 % del cultivo mundial de algas en términos
de tonelaje y el 47.6 % en términos de valor. Su cultivo se concentra en tres géneros
principalmente: Kappaphycus sp., Gracilaria sp. y Porphyra sp., (Cai et al., 2021), ver tabla
2.

Tabla 2. Produccién de cultivo en 2019 para Kappaphycus sp, Gracilaria sp y Porphyra sp

a nivel mundial (Cai et al., 2021).

Y Toneladas (peso Participacion
Genero Pais/area hamedc(:)) mundipal (%)
Total 11 622 213 100.0
Asia 11 491 956 98.88
Kappaphycus sp Africa 115 334 0.99
Oceania 14 050 0.12
Latino América 874 0.01
Total 3639 833 100.0
Asia 3617 828 99.40
Gracilaria sp Latino América 21702 0.60
Africa 303 0.01
Europa 0,13 0.00
Porphyra sp Tot.al 2984 123 100.0
Asia 2984 123 100.0

Algunos autores han utilizado variaciones en las técnicas implementadas en sus cultivos.
Por ejemplo, Pereira et al., 2020 desarrollaron una estructura de palangre adaptada y
modular, en la que cada médulo de 1 m estaba compuesto por una cuerda trenzada de
polipropileno de 1 cm de espesor, dentro del cual se entrelazaban los sustratos espaciados.
Los autores encontraron que la estructura permitia que las algas crecieran asentadas sobre
el sustrato y no solo adheridas a él. Ademas, reportaron una tasa de crecimiento diario
(TCD) de 5.66 % dia™ y una productividad de 0.64 kg m™ en 45 dias.

En cuanto a los efectos de la luz, el resultado puede variar mucho segun la especie
cultivada. En P. leucosticte, se determind que una exposicion de 840 umol m?2 s “"no altera
la concentracion de clorofila a; sin embargo, una irradiancia mas baja, de 40 ymol m2 s -

durante 48 h, puede aumentar significativamente la concentracion de clorofila (Figueroa et
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al., 2003). Para K. alvarezii, una de las especies de algas rojas mas importantes por ser la
fuente mas comun de carragenano, Olatunji (2020) encontré un TCD de 3.77% utilizando
una irradiancia de 100 ymol m= s ' a una temperatura de 28°C. Otros estudios indican que
una buena intensidad de luz oscila entre 143 y 162.4 ymol m? s ' (Klok et al., 2013).
Investigaciones realizadas con Chattonella sp encontraron un crecimiento éptimo con una
irradiancia de 150 mmol m2 s -', una temperatura de 25°C y una salinidad de 30 psu, pero
lograron una tasa de crecimiento mas rapida con una irradiancia de 450 mmol m=2s ' (Singh
y Singh, 2015).

Por otro lado, Aline et al., (2011) encontraron que, para H. musciformis, la tasa de
crecimiento fue mayor en el intervalo de 20 a 100 mM de NaNQO3, pero la concentracién
6ptima de nitrato para la fotosintesis neta fue de 20 mM NaNO3. Entre los medios de
enriquecimiento recomendados para cultivos de macroalgas, los basados en el medio
“Grund” de von Stosch (1963) son los mas utilizados para cultivar algas rojas, se basa en
utilizar inicialmente una concentracion de 5 mM de NaNO3 (Andersen, 2005).
Concentraciones como 0 mM de NaNO3 son utilizadas en los ensayos como control o
blancos (Aline et al., 2011).

El cultivo de algas ricas en carragenina ha generado impactos socioeconémicos
sumamente positivos en las comunidades costeras, especialmente al favorecer
operaciones familiares a pequefa escala. Estas actividades crean empleo en areas remotas
con pocas alternativas econdmicas y recursos pesqueros sobreexplotados (Valderrama et
al., 2013). Ademas, mejora significativamente el nivel de vida de los agricultores, facilitado
el acceso a educacion, mejores viviendas y alimentacién, a la vez que reduce la presién
sobre la pesca y tiene un efecto notablemente positivo en la autonomia econémica de las

mujeres (Valderrama et al., 2013).

3.2.2 Cultivo de algas rojas en Colombia

A nivel nacional, gran parte de las investigaciones sobre cultivos de macroalgas ni se
encuentran registradas en bases de datos indexadas. Un ejemplo es el trabajo de Arias et
al., (2022), quienes compilaron informacién acerca de los cultivos realizados en el pais. En
especial Camacho y Montafa (2012), quienes cultivaron talos de H. musciformis en

condiciones naturales utilizando cuerdas de polipropileno con bolsas pequenas como
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sustratos, unidas a una linea suspendida en el mar a una profundidad de 0.5 m. A partir de

un peso de siembra inicial de 1.5y 2 g obtuvieron una TCD promedio total de 2.66 % dia™.

En Bahia Portete Delgadillo y Newmark (2008) instalaron cuerdas de polipropileno de 17 m
de largo a profundidades entre 0.2 m y 1.5 m en el costado noroccidental de la bahia, sobre
praderas de pastos marinos. Se sembraron pesos entre 5y 50 g, obtuvieron TCD promedios
de 3.5 % dia” y 0.97 % dia™' en diferentes sitios.

En cultivos realizados bajo condiciones controladas de laboratorio, Mosquera y Pena (2016)
encontraron un TCD promedio de 4.82 % dia™' a una salinidad de 25 ppt, representando una
de las mayores tasas de crecimiento registradas para C. sertularioides en el pacifico

colombiano.

Las propiedades del sustrato, como la porosidad y la composicion de las fibras, influyen en
la fijacion, el intercambio de nutrientes y el flujo de agua, todos estos factores clave para el
desarrollo saludable de las macroalgas (Sebdk et al., 2022). Un ejemplo de ello es el estudio
de Sebdk y colaboradores en 2022, donde Ectocarpus sp. cultivada en mallas con
estructuras porosas hechas de hebras vellosas (en especial aquellas con fibras naturales)

exhibié un desarrollo significativamente mejor en comparacién con otras clases de textiles.

4. DELIMITACION DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS
4.1 Problema de investigacion

¢ De qué manera afecta la implementaciéon de un sistema de cultivo semicerrado en el

desarrollo y crecimiento de los talos de H. musciformis?

La informacion disponible sobre el cultivo de macroalgas en Colombia es limitada y presenta
vacios que pueden afectar la viabilidad de estos sistemas en el pais. Esto es debido a la
necesidad de considerar multiples factores ambientales, ya que las algas son altamente
sensibles a cambios de temperatura, salinidad, luz, pH, entre otros parametros
fisicoquimicos (Rincones y Moreno, 2011). En algunas regiones de Colombia, estas
condiciones no son ideales para el cultivo de macroalgas, aspectos como la contaminacion
del agua por desechos industriales, agricolas o urbanos, puede afectar negativamente los
cultivos (Alvarez et al., 2007). Adicionalmente, la presencia de contaminantes quimicos o

patdégenos puede perjudicar el crecimiento y la salud de las algas, asi como la competencia
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por el uso del espacio en el agua con otras actividades, como la pesca, la acuicultura u

otras industrias maritimas, puede ser un desafio para su desarrollo (Perpetuo et al., 2003).

La ausencia de tecnologia y conocimientos especializados en el cuidado de estos sistemas
puede ser otro obstaculo para el éxito de los proyectos. Ademas, hasta el momento, no hay
regulaciones establecidas a nivel nacional para supervisar y obtener los permisos
necesarios para el uso y la comercializacion de estos organismos (Rincones y Moreno,
2011).

En resumen, el cultivo de macroalgas no solo tiene beneficios econémicos significativos,
sino que también desencadena una serie de impactos positivos en términos de
sostenibilidad ambiental, seguridad alimentaria y desarrollo local, sin embargo es
importante generar una atencion continua a estas practicas para que sean sostenibles y

beneficiosas a largo plazo (Diaz y Medellin, 2011).

En este sentido, ¢Cudl es el potencial de establecer cultivos rentables y sostenibles en
Colombia? Para responder esta pregunta, es importante centrarse en que, desarrollar un
cultivo de macroalgas representa un inmenso beneficio puesto que tienen un amplio campo
de implementacién, como por ejemplo a nivel ambienta, donde los cultivos de algas
desempefan un papel crucial en los ecosistemas marinos al absorber nutrientes, producir
oxigeno y proporcionar habitats importantes para diversas especies marinas, ademas de
conservar y restaurar los ecosistemas acuaticos (Castelar et al., 2015). También pueden
ayudar a mitigar el cambio climatico al actuar como sumideros de carbono, contribuyendo
a la reduccién de los niveles de CO; en el agua y la atmdsfera, asi mismo ayudan a mejorar
la calidad del agua al absorber nutrientes como el nitrégeno y el fésforo, lo que es
particularmente relevante en areas afectadas por la escorrentia agricola y la contaminacion
(Espi et al., 2019).

A nivel econdmico, las algas tienen multiples usos: son consumidas directamente por
humanos, se emplean como ingredientes en alimentos procesados y son una fuente
importante de nutrientes para la acuicultura. (Buschmann et al., 2017). Ademas, son una
fuente sostenible de materias primas para algunas industrias, ya que contienen compuestos
bioactivos con propiedades nutricionales y medicinales de interés (Bravin y Yoneshigue
2002). Puede generar empleo en comunidades costeras, ofreciendo oportunidades

economicas sostenibles, ademas de diversificar las fuentes de ingresos en regiones
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dependientes de actividades como la pesca y puede ayudar a reducir la presion sobre las

poblaciones silvestres, afectadas por la sobrepesca (Espi et al., 2019).

En especial H. musciformis es reconocida principalmente por ser una fuente de carragenina
(kappa / iota) la cual alcanza hasta el 48 % de su masa seca (Aziza et al., 2008; Reis et al.,
2008, Vazquez-Delfin et al., 2014). Sin contar que, contiene una gama de compuesto
bioactivos importantes, como polisacaridos sulfatados, fendlicos, flavonoides, proteinas,
aminodacidos y acidos grasos, que aportan a sus actividades antioxidantes (Balamurugan et
al., 2017; Rozo et al., 2019, Arulkumar et al., 2020), antivirales (Mendes et al., 2012),
antibacterianas (Selvin y Lipton, 2004, Ghose et al., 2022), insecticidas (Roni et al., 2015),
hasta anticancerigenas (Balamurugan et al., 2017, Elhady et al., 2022), lo que la convierte

en un recurso bioldgico clave ampliamente utilizado en diversos sectores industriales.

A todo esto, se le suma que H. musciformis es altamente adaptable al cultivo, ya que se ha
demostrado que prospera en una variedad de condiciones ambientales, sustratos y es
adecuada para sistemas tanto de acuicultura tradicionales como nuevas practicas
innovadores (Ganesan et al., 2006; Mohiuddin et al., 2023; Neori et al., 2004). Debido a su
capacidad de cultivarse durante todo el afo la convierten en un recurso confiable para la
produccion comercial, sin embargo, no se ha logrado un cultivo sostenible a escala
comercial y se ha reportado una sobreexplotacion de los yacimientos naturales, lo que
disminuye su disponibilidad en las poblaciones naturales (Vazquez-Delfin et al., 2023;
Hayashi et al., 2014; Ganesan et al., 2006).

En cuanto al mercado y la demanda, si bien las algas son consumidas en varias partes del
mundo, el mercado para estos productos puede no estar completamente desarrollado en
ciertas regiones (FAO, 2018). La falta de demanda puede desincentivar la inversion en el
cultivo de macroalgas, y la falta de investigacion y desarrollo especificos en Colombia
puede ser una limitacion. La inversién en investigacion es esencial para superar desafios

técnicos y mejorar las practicas de cultivo (Arias et al., 2022).

Por todo lo anterior, el presente trabajo tiene como finalidad establecer un sistema de cultivo
semicerrado en canaletas, bajo condiciones controladas de pH, salinidad y temperatura
para el crecimiento y desarrollo de los talos de H. musciformis, en respuesta a cuatro
tratamientos de NaNO3 (5 mM, 15 mM, 20 mM y 0 mM), dos tipos de sustrato (esqueleto de

coral y mallas de polipropileno), luz blanca a 30 ymol. m™2.s™ y luz azul + blanca a 106
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pmol. m™2.s™". El objetivo es contribuir al conocimiento relacionado con el mantenimiento de
macroalgas en cultivos, asi como desarrollar técnicas que permitan, a futuro, obtener
sistemas sostenibles, productivos y rentables en Colombia, siendo este uno de los primeros

esfuerzos en el pais en implementar un sistema de este tipo.
4.2 Objetivos

4.2.1 Objetivo general

Evaluar la tasa de crecimiento, el contenido de kappa-carragenina y los aminoacidos tipo
micosporinas (MAAs) de los talos de Hypnea musciformis mediante la implementacion de
un sistema semicerrado de cultivo, tomando en cuenta cuatro tratamientos de nitrato de
sodio NaNO3 (5 mM, 15 mM, 20 mM y 0 mM), dos sustratos (esqueleto de coral y mallas de
polipropileno), y dos tipos de condiciones luminicas (blanca a 30 pmol. m™2.s™'y azul +
blanca a 106 pmol. m™2.s™") en escenarios controlados de salinidad, temperatura y pH. Lo
anterior con el fin de identificar los parametros 6ptimos que promuevan el incremento de la

biomasa y la calidad bioquimica del alga.

4.2.2 Objetivos especificos

1. Determinar la tasa de crecimiento de los talos de H. musciformis bajo cuatro
tratamientos de [NaNOs] (56 mM, 15 mM, 20 mM y 0 mM).

2. Analizar el efecto de dos tipos de sustratos (esqueleto de coral y mallas de
polipropileno) sobre el crecimiento de los talos de H. musciformis.

3. Evaluar la influencia de dos condiciones luminicas (blanca a 30 ymol. m™2.s™'y azul +
blanca a 106 pmol. m™2.s™") sobre la tasa de crecimiento de los talos.

4. Determinar si existe una correlacion entre la [NaNO:s], los sustratos y la condicién de
luz que promuevan un aumento en la tasa de crecimiento de los talos.

5. Cuantificar el contenido de kappa-carragenina en los talos cultivados bajo cada
combinacion de tratamiento. Este objetivo se desarrollé6 de manera conjunta con la
tesis de maestria de la estudiante Jessica Gonzalez Torres de la Universidad Nacional.

6. Caracterizar el contenido de MAAs en las muestras del cultivo. Este objetivo se
desarroll6 de manera conjunta con la tesis de maestria de la estudiante Jessica

Gonzalez Torres de la Universidad Nacional.
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5. HIPOTESIS

Se espera que, en el sistema de cultivo semicerrado la combinacion optima de los
tratamientos de NaNO3, los sustratos y los diferentes tipos de luz, sometidos a condiciones
controladas de salinidad, temperatura y pH, genere un efecto significativo en la tasa de
crecimiento de los talos de H. musciformis, asi como en la sintesis de MAAs y en la

produccién de kappa-carragenina de las muestras.

5.1 Hipétesis especificas

1. Las tasas de crecimiento diario de los talos evaluados en los tratamientos de NaNO3
tienen un comportamiento diferencial.

2. Las tasas de crecimiento de los talos varian significativamente en funcién del
sustrato.

3. Existen diferencias significativas en el efecto de las distintas condiciones de luz
sobre el crecimiento de los talos.

4. Existe una interaccion positiva entre las variables que beneficia el crecimiento de
los talos en el sistema de cultivo semicerrado.

5. Existe una correlacion significativa entre el tipo de luz y el contenido de nutrientes
con la concentracion de aminoacidos tipo micosporina (MAAs) en las algas
cultivadas.

6. Existe una correlacion significativa entre el tipo de luz y el contenido de nutrientes

con la concentracion de carragenina en algas cultivadas.

6. METODOLOGIA

6.1 Fase campo

Los talos de H. musciformis se recolectaron en la zona costera del Aeropuerto Simon
Bolivar en Santa Marta, Colombia (11° 7° 4" N - 74° 14’ 57” W) (Figura 5), al norte, donde la
plataforma continental es ancha, rocosa y con incrustaciones de fosiles de coral que data
del Holoceno (Garcia y Diaz Pulido, 2006), la cual favorece el establecimiento de una gran

diversidad de algas (Camacho y Montafa, 2012).

En la zona se distinguen cuatro temporadas climaticas: seca mayor (diciembre a abril), seca

menor (mayo a junio), veranillo de San Juan (julio a agosto) y lluviosa mayor (septiembre a
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noviembre) (Mancera Pineda et al.,, 2016). Durante la época seca, el fendbmeno de
surgencia provoca el afloramiento de aguas frias que disminuye la temperatura, aumenta
la salinidad y la disponibilidad de nutrientes. En contraste, durante la época lluviosa, la
presencia de agua dulce proveniente de escorrentia altera las condiciones del agua marina:
Aumenta la temperatura, disminuye la salinidad, aumenta la turbidez y la materia organica
suspendida lo que puede influir en la fotosintesis y, por ende, en la dinamica de los

ecosistemas costeros (Diaz et al., 2000).
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Figura 5. Ubicacién geografica del sitio de colecta de los talos (Vargas, 2024).
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Los talos de H. musciformis se colectaron en septiembre del 2022. Utilizando guantes y
equipo de careteo, se escogieron talos que se encontraban en la zona intermareal, durante
la marea baja, cortandolos desde la base y procurando eliminar la mayor cantidad de
organismos asociados. Para evitar la exposicion directa al sol se depositaron
inmediatamente en frascos blancos de 500 mL con agua de mar y se transportaron al
laboratorio de Acuicultura Marina de la Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano, sede

Santa Marta, en una nevera de polipropileno.
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En el sitio de colecta se tomaron parametros fisicoquimicos como la salinidad, temperatura
superficial del agua, pH, concentracién de nitrito, nitratos y fosfatos mediante test
colorimétricos siguiendo las instrucciones del fabricante (Seachem), asi como la incidencia

de luz con un luxdmetro (Figura 6.a).

—_——————

AT b.

REE o AV AR

-

“dze y \
& N

Figura 6. Fase de campo y aclimatacion. a. Implementos utilizados para medir los

parametros fisicoquimicos del sitio. b. Equipo de colecta. c. Aclimatacién. d. Limpieza.

6.2 Fase de laboratorio

6.2.1 Aclimatacion

Los talos colectados, se llevaron al laboratorio donde fueron aclimatados durante 10 dias
en agua de mar desinfectada (AMD) anteriormente, en acuarios plasticos transparentes,
bajo una temperatura constante de 24°C, una salinidad aproximada de 37 ppt y un pH de
8, con aireacion constante y periodos de luz y oscuridad de 12 h (Figura 6.c) (Mosquera y
Pefa, 2016; Camacho y Montana, 2012; Delgadillo y Newmark, 2008; Bravin y Yoneshigue,
2002, Perpetuo et al., 2003).

Los residuos, materia organica, epifitos y otros organismos asociados a las algas se
retiraron con pinceles y pinzas de diseccion, utilizando baja intensidad de luz y alta

hidratacion (Figura 6.d). Pasado este tiempo, los talos se cortaron y pesaron en porciones
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entre 2 - 3 g en una balanza analitica y se sembraron en canaletas de 200 L (Saavedra et
al., 2019).

6.2.2 Establecimiento del sistema de cultivo semicerrado

El sistema de cultivo se dividio en dos zonas: una de desinfeccion y una de cultivo. En la
zona de desinfeccién se utilizaron tres tanques negros de 600 L cada uno, donde se filtré y
desinfecté el agua de mar natural (AMN) la cual era abastecida por un sistema de bombeos
de las instalaciones de Mundo Marino (Figura 7.a). Antes de que el agua se depositara en
los tanques, pasaba por un filtro fisico, constituido por guata, para eliminar desechos y
particulas grandes como macroalgas, plasticos y otros contaminantes presentes (Figura
6.b) (Garcia et al., 2012; Andersen, 2005).

Una vez los tanques de reserva se encontraban llenos, el AMN se desinfecté con hipoclorito
de sodio al 15 % Chemi, adicionando 180 mL para los 1 800 L de AMN (Moretti et al., 1999)
y se dejo recircular el agua durante 3 dias. Para asegurar que no se encontraran rastros de
hipoclorito de sodio y como medida complementaria, se adicioné una pastilla comercial de
vitamina C 1 g MK, la cual se utilizé como agente neutralizante para eliminar cualquier traza
residual de hipoclorito. Aunque este compuesto se descompone de forma natural (Bernal
et al., 2024), su uso se considerdé necesario como medida preventiva, debido a la alta

sensibilidad de las algas incluso ante pequeinas concentraciones de hipoclorito de sodio.

a. |——— | Agua de mar natural (AMN)

\/ Hipoclorito de
sodio 15%

Vitamina C MK
Filtro fisico » ) |
600 L
Biofiltro +
Stability
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Figura 7. Sistema de cultivo semicerrado establecido en el laboratorio de acuicultura marina
para el crecimiento de los talos de H. musciformis. a. Es la zona de desinfeccion y b.
Muestra la zona de cultivo. Las lineas y flechas azules representan el flujo del agua, la
figura de rombo verde los sustratos de malla, los hexagonos rojos los sustratos de coral y

las estrellas amarillas indican la condicidon de luz blanca.

Luego de este tiempo, se introdujeron las canastas que contenian el biofiltro, con esqueleto
de coral, biorulos y bioruedas, dentro de uno de los tanques y se anadio el producto Stability
de la marca Seachem, siguiendo las instrucciones del fabricante, con el propésito de
establecer un biofiltro natural mediante el crecimiento de bacterias nitrificantes y asi facilitar
la eliminacion de compuestos nitrogenados. Por ultimo, en el tercer tanque se dispuso un
power - head para mantener la circulacion del agua entre los tanques y mover el agua hacia
las canaletas. Todo este sistema de desinfeccién permanecié con oxigenacién constante y
se realizaba limpieza tanto de tanques, como de tuberias y el filtro principal cada semana,
para mantener el area limpia y estéril (figura 7).
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Para la zona de cultivo se utilizaron cuatro canaletas color piel con una capacidad de 200
L cada una (Figura 7.b), las cuales se llenaron completamente con agua de mar
desinfectada (AMD). En cada canaleta se colocaron 8 lineas de cuerda de polipropileno (5
mm de didametro) ubicadas horizontalmente, en las cuales se dispusieron canastillas
transparentes suspendidas a una distancia de 36 cm desde la superficie, dentro de una
malla de polipropileno verde (Camacho y Montana, 2012). En cada una de estas canastillas
se situaron dos tipos de sustratos, en la primera linea se ubicaron 3 con sustrato de
esqueleto de coral (SC) y en la segunda tres con sustrato de mallas de polipropileno (SM).
Las demas lineas se instalaron de la misma manera para un total de 4 réplicas por
tratamiento (Figura 8.a.c) (Pereira, 2020; De San, 2012).

En cuanto a los parametros fisicoquimicos del cultivo, se mantuvo constante la salinidad, la
temperatura, el pH y la intensidad luminica, de la misma manera que las condiciones
utilizadas en el proceso de aclimatacién, los cuales se median diariamente alas 8 amy a
las 6 pm, con ciclos de 12 h luz y 12 h oscuridad (Garcia et al., 2012), utilizando lamparas

LED blancas TS5 18 Wy 120 cm (ITL22 marca Mercury). Por ultimo, se midi6 la irradiancia

del entorno con un luxémetro siguiendo el manual de instrucciones.

- S — R

Figura . Sistema de cultivo semice}rado. a. Sustrato de esqueleto de coral (SC). b.
Tanques de desinfeccion. c. Sustrato de mallas (SM), d. Montaje de las lineas con cada

replica y e. Medio enriquecido. Fotografias tomadas por Navarrete, 2022.
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Se realizaron dos ensayos, cada uno con una duracién de tres meses cada uno. El primero
se realizo de septiembre a diciembre del 2022, en el cual se sembraron 318.4 g de biomasa
de H. musciformis, los cuales se distribuyeron de 2 a 3 g de biomasa en cada sustrato (SC
o SM). Se utilizé luz blanca con una intensidad luminica estimada en radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) de 30 pmol. m™2.s™" (Figura 8.d) (Perpetuo et al., 2003). Se
aplicaron cuatro tratamientos de NaNOs (5 mM, 15 mM, 20 mM y 0 Mm), como se observa
en la Figura 8.e. Ademas, se colocaron mangueras de aireacion constante para crear
movimiento. En la tabla 3 se especifican otras condiciones del cultivo que se manejaron

durante este ensayo.

En cuanto al segundo ensayo, el cual se llevo a cabo de agosto a noviembre del 2023. Se
sembraron inicialmente 524.86 g de biomasa, con un promedio de 5.467 + 0.639 g; n = 96
por sustrato, se estimé una intensidad luminica de 106 yumol. m™2.s™", donde la canaleta 1y
2 tuvieron luz azul + blanca (figura 9.b), mientras que en las canaletas 3 y 4 Unicamente se
utilizé luz blanca (figura 9.a) (Ashkenazi et al., 2022). Se redujo la aireacion y se incluyeron
dos bombas de agua marca Jeneca (filtro interno sumergible para acuario 500 L/h 18W —
110v) en cada canaleta para crear un efecto de corriente sumergida en sentido de las

manecillas del reloj (Garcia et al., 2012). En cuanto a los tratamientos de NaNO3 solamente

se utilizaron dos concentraciones: 5 mMy 15 mM.

4 4. F d ,lJ 4.( ‘ \
Figura 9. Disefio experimental 2. Al lado derecho se observa la disposicio

n de las canaletas
con luz azul + blanca (b.) y a la izquierda las que se trataron solamente con luz blanca (a.).

Fotografias tomadas por Vargas, 2022.
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En la tabla 3 se presentan las condiciones experimentales definidas para cada ensayo, junto

con otros parametros utilizados. Entre ellos se encuentran la adicion del enriquecimiento,

el control de fosfatos y silicatos, el periodo de aclimatacién, entre otros, lo que permite

evidenciar claramente las variaciones metodolégicas aplicadas en cada caso.

Tabla 3. Comparacion de los parametros empleados en el sistema de cultivo semicerrado

durante los ensayos 1y 2.

Condiciones del cultivo de H. musciformis

Parametro
Temperatura
Salinidad
pH
Luz
Fotoperiodo

Tipo de luz

Concentracion NaNO;
Enriquecimiento

Control fosfatos y silicatos
Corriente y movimiento
Desinfeccién agua de mar
Tratamiento agua de mar
Periodo de aclimatacion
Periodo de cosechas
Sustratos

Densidad de siembra

Recambio de agua
Limpieza

Adicion enriquecimiento

Ensayo 1
24 - 25°C
37 - 38 ppt
8
30 PAR

12h Luz/12h noche

Blanca

5,15,20y 0 mM
Von Stosch

Aireadores

Hipoclorito (180mL * 1800
L H20)

Filtro sélido + Stability +
Biofiltro

10 dias

8 - 15 dias

12 malla'y 12 coral *
canaleta

3 g aprox * sustrato

20 % cada 8 Dias
cada 8 dias

2 veces * semana
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Ensayo 2
24 - 25°C
37 - 38 ppt
8
106.1 PAR

12h Luz/12h noche

Blanca + azul / Blanca

5 y15mM
Von Stosch
PhosGuard

Bombas de agua 2*canaleta

Hipoclorito (180mL * 1800 L
H20)

Filtro sdlido + Stability +
Biofiltro

7 dias

8 - 15 dias

12 malla 'y 12 coral *
canaleta

5.5 g aprox * sustrato

20 % cada 8 Dias
cada 8 dias

Diario



Nitratos-fosfatos-pH - 2 Nitratos-fosfatos-pH - 2

Toma test . .
veces*semana veces*semana

6.2.3 Preparacion del medio enriquecido y cosechas

Se realiz6 la preparacion de soluciones de medio Von- Stosch (Andersen, 2005) al 10%,
para utilizarlo como medio enriquecido (ME), reemplazando el B-glicerofosfato por fosfato
di-acido de sodio. En la tabla 4 se listan los componentes y sus respectivas cantidades para

preparar 1 L de ME.

En el primer ensayo se prepararon cuatro soluciones de ME con diferentes concentraciones
de nitrato de sodio (NaNO:3), los cuales se establecieron como tratamientos experimentales,
de la siguiente forma: T1 =5 mM, T2=15mM, T3 =25 mM y T4 = 0 mM. Cada ME se
diluyé en un botellén de 25 L con agua de mar y se agregé cada ocho dias en las canaletas
1, 2, 3, 4 respectivamente, reduciendo el nivel del agua a un 20%. Cabe resaltar que las
concentraciones de [NaNO3] que se indican, son las correspondientes a las del ME, no a
aquellas resultantes en las posteriores diluciones. Para el ensayo 2, se utilizaron dos
tratamientos, T1 =5 mM y T2 = 15 mM [NaNOs] y se adicion6 cada solucién de ME segun
la tabla 3. ¢

Tabla 4. Medio Von - Stosch preparado con sus respectivas variaciones segun Andersen,
2005.

Componente Solucién stock (g/L) mL Concentracion (mM)
Naz Rglicerolfosfato 5.36 10 0.25
NaNOs 42.52 10 5.00
FeS04.7H.0 0.28 10 0.01
MnCl2.4H20 1.96 10 0.1
EDTA 3.72 10 0.1
Tiamina 200 mg 5.93 x10°
Biotina 0.1 1 4.09 x10°
Cianocobalamina 0.2 1 1.48 x10°

A los ocho dias de la siembra, se cosecharon aleatoriamente ocho canastillas de cada
tratamiento, una por cada linea. Se extrajo la biomasa en su totalidad, se secaron con
toallas absorbentes y se pesaron con balanza analitica. A los 15 dias se realiz6é una cosecha
completa en la que se retiraron y pesaron el resto de los talos en los sustratos (Camacho y

Montana, 2012). De este ultimo proceso se separd una porcidon de cada muestra para hacer
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analisis de MAAs y carragenina, luego se resembr¢ la otra porcion. Este proceso se repitié
dos veces mas. Un dia antes de cada cosecha y un dia después de adicionar el ME se
midieron las concentraciones de nitritos, nitratos y fosfatos con test colorimétricos marca

Seachem siguiendo las instrucciones del fabricante.
6.3 Fase de gabinete

6.3.1 Tasa de crecimiento diario

Luego del tiempo determinado en el cultivo, se determind la biomasa (g) humeda presente
en cada una de las canastillas. Se calculé la tasa de crecimiento diario (TCD) de acuerdo

con la ecuacion planteada por Bird et al. (1979):

TCD = % incremento _ (Wf)1'D * 100
B dia  \Wo

Ecuacion 2: Ecuacion para determinar la tasa de crecimiento diario de los talos cultivados

de H. musciformis.
Donde:
Wo = peso humedo inicial sembrado
WIf = peso humedo final cosechado
D = duracion del cultivo en dias.

6.3.2 Analisis estadistico

Teniendo en cuenta que no se cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad
(prueba de Shapiro-Wilks y Prueba de Levene) se establecié la necesidad de trabajar con
estadistica no paramétrica. Los resultados se informan en base a materia humeda y se
expresan como media + desviacion estandar. Se realizé una transformacion logaritmica de
los datos mediante (LN (TCD + X)) para normalizar la distribucion, reducir la asimetria y

evitar la presencia de valores negativos.

Los datos se analizaron mediante analisis permutacional de la varianza PERMANOVA,
utilizando distancias euclidianas (paquete PERMANOVA en PRIMER 7; Anderson et al.,
2008). Las distancias se analizaron por homogeneidad de varianza utilizando PERMDISP.

Se utilizé una PERMANOVA bidireccional para probar el efecto de “Tratamiento” (Tr 1 =5
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mM, Tr2=15mM, Tr3 =20 mM y Tr 4 = 0 mM) y “Sustratos” (Sr coral y Sr malla) como
factores fijos, con Sr anidado en Tr (suma de cuadrados tipo Il y permutacién de residuos
(9999) bajo un modelo reducido (a=0,05)). Se toma esta decisién metodolégica ya que cada
canaleta se encontraba asociada a un tratamiento con concentraciones de nutrientes
particulares y los sustratos se dispusieron dentro de cada canaleta, por tanto, no son
comparables entre tratamientos, si no que dependen de las caracteristicas propias de cada
Tr.

Las comparaciones por pares de los niveles de factores se ejecutaron cada que el
PERMANOVA resultaba en una diferencia significativa entre las medias muestrales (suma
de cuadrados tipo lll y permutacion de residuos (9999)) (Anderson et al., 2008). Para el
ensayo dos, se tomaron dos tratamientos (Tr 1 =5 mM, Tr 2 = 15 mM), los mismos sustratos
y se agreg6 un factor adicional: condicion de luz (luz blanca y luz blanca + azul). Las medias

se consideraron significativamente diferentes cuando se obtuvieron niveles de p < 0.05.

Adicionalmente, con el programa R Studio (v.4.3.2) se realizé un andlisis exploratorio a
partir del coeficiente de correlacion de Spearman para determinar qué tipo de correlacién
existe entre el TCD (%) con los tratamientos, los sustratos y el tiempo. En el ensayo 2 se
evalud como factor adicional la luz. Posteriormente, se realizé6 un modelo de regresion lineal
multiple para determinar si existe una relacion significativa entre las variables
independientes y la variable dependiente en cada ensayo, y determinar si el sistema de

cultivo propuesto tiene un efecto positivo sobre el TCDm de los talos de H. musciformis.

6.3.3 Perfil de MAAs

Para el analisis de aminoacidos tipo micosporinas (MAAs) las muestras obtenidas durante
cada cosecha se congelaron y procesaron en los laboratorios de la Universidad Nacional
de Colombia, Sede Bogota, Facultad de Ciencias, Departamento de Quimica por Jessica
Gonzales Torrez estudiante de maestria, segun el método descrito por Urrea-Victoria
(2025), validado segun las directrices de ICH (Singh J., 2015).

La extraccién de biomasa algal seca se realizé empleando agua acidificada y ultrasonido.
Luego, las muestras se sometieron a centrifugacién vy filtracion. Los extractos fueron
analizados mediante cromatografia UHPLC acoplada a espectrometria de masas para
identificar y cuantificar los MAA, utilizando parametros como espectro UV, tiempo de

retencion y estandares de referencia.
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La cuantificacion se fundamenté en una curva de calibracion con Porphyra-334,
presentando los resultados en miligramos por gramo de peso seco de alga, enfatizando
compuestos como shinorina, palitina y asterina-330, cuyas concentraciones se ajustaron

con base en sus coeficientes de extincion molar especificos (Gonzalez- Torres et al., 2025).

6.3.4 Contenido de Kappa-carragenina

La extraccion de kappa-carragenina se llevo a cabo en los laboratorios de la Universidad
Nacional de Colombia, Sede Bogota, Facultad de Ciencias, Departamento de Quimica por
Jessica Gonzales Torrez estudiante de maestria, segun el método descrito por la docente
Ph.D. Gladys Rozo “Procedure for extracting and purifying kappa carrageenan obtained
from H. musciformis. Patent number 08043691, Certificate number 29475, Gazzette No
597”.

Se emplearon 600 mg de biomasa algal seca, obtenida de tres réplicas de 200 mg cada
una. Las muestras se congelaron con nitrogeno liquido y se trituraron manualmente hasta
obtener un polvo fino. Se afiadieron 5 mL de metanol y se sometié a ultrasonido durante 20
minutos a aproximadamente 10°C para eliminar lipidos y compuestos de mediana
polaridad. Tras separar el sobrenadante, tanto el residuo algal como el extracto se secaron

en un concentrador centrifugo de vacio.

Los extractos liofilizados se analizaron en un espectrofotometro de infrarrojo con
transformacion de Fourier (FT-IR) y con médulo de muestreo de reflexion total atenuada
(ATR) de diamante (Cary 630, Agilent Technologies), disponible en la Universidad Jorge

Tadeo Lozano, sede Bogota.

Los extractos liofilizados se analizaron en un espectrofotometro de infrarrojo con
transformacion de Fourier (FT-IR) y con médulo de muestreo de reflexién total atenuada
(ATR) de diamante (Cary 630, Agilent Technologies), disponible en la Universidad Jorge

Tadeo Lozano, sede Bogota.

El analisis del peso molecular de carragenina se realizé en la Universidad de Antioquia
mediante cromatografia de alta resolucion por exclusion de tamafio (SEC-HPLC), en el que
a 5 mg de extracto liofilizado de carragenina se le adicioné 1mL de agua y se mezclé hasta
su disolucion. Posteriormente, el extracto se paso por un filtro de PVDF de 0,2 um vy el

filtrado se reservé en un vial HPLC.
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Las muestras se analizaron en un cromatégrafo HPLC Agilent 1100 que se encuentra en la
Universidad de Antioquia, y el cual estaba acoplado a un detector ELSD Varian 380-LC y a
un detector UV de onda variable (VWD). Para el analisis se utilizé una columna Superose
12 10/300 GL (11 pm, 300mm x 10 mm) y agua como fase movil. La corrida cromatografica
se realizé a temperatura ambiente por 60 minutos, a un flujo de 0,5 mL. Min -1, inyectando
un volumen 10 L. El gas de corrida usado fue aire comprimido a un flujo de 1,6 L.min -1y
la temperatura del evaporador de 60°C. El detector VWV se fijé a una longitud de onda de
280 nm y los estandares de peso molecular utilizados para la estimacion de peso molecular
fueron del kit P-82 Shodex Standard (Japén).

El rendimiento del ficocoloide se calculé mediante la siguiente relacion:
.. Ws — Wc
% de Rendimiento = (T) *100

Donde: Wc corresponde al peso seco final de la carragenina obtenida y Ws corresponde al

peso del algal seca inicial.

7. RESULTADOS
7.1 Ensayo 1:

7.1.1 TCDm vs tratamiento con [NaNOs]

En general, la biomasa total cosechada durante todo el ensayo 1 fue de 706.1 g (Anexo 1,
Tabla 1). La mayor tasa de crecimiento diario promedio (TCDm) se presenté para T1, con
valores de 2.360 + 4.471 % (n = 48), sin embargo, se presentaron valores extremos, lo que
ocasioné una alta variabilidad (Figura 10). En cuanto a T2 y T4 presentaron valores de
1.691 £ 3.154 % (n = 48) y 0.673 + 2.627 (n = 48) respectivamente, evidenciando un
crecimiento mas homogéneo. Por ultimo, el tratamiento que no mostré crecimiento fue T3,
ya que su TCDm fue negativo (-1.005 + 4.233 %; n = 48), ademas, presentd una mayor

variabilidad, sugiriendo que con este tratamiento los talos perdieron biomasa (Figura 10).
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Figura 11. Valores promedios de la tasa de crecimiento diario (TCDm) con su desviacion
estandar (lineas) de los talos de H. musciformis, durante las cosechas en el tiempo (8, 16,
26 y 30 dias), en respuesta a los tratamientos (T1: 5 mM, T2: 15 mM, T3: 20 mMy T4: 0
mM).

Durante las cuatro cosechas realizadas, como se observa en la figura 11, el mayor TCDm
registrado fue a los 8 dias para todos los tratamientos, excepto con T4, el cual fue de 0.164
1 2.520 % (n = 8). El mayor valor obtenido fue de 4.613 £ 2.792 % (n = 8) en T1, seguido
de T2 con un TCDm de 4.217 £ 3.413 % (n = 8). A los 16 dias, el TCDm de T4 aument6 a
2.489 + 1,404 % (n = 16), siendo el mayor registrado para este tratamiento, al igual que con
T3. Sin embargo, luego de los 8 dias, no se evidencio crecimiento, en T1y T2 el TCDm fue

disminuyendo con el paso del tiempo para todos los tratamientos.

7.1.2 TCDm VS Sustratos

Los resultados obtenidos muestran una clara diferencia en el TCDm de los talos de H.
muscifomis en respuesta al tipo de sustrato, como se observa en la figura 12, tanto en la
primera cosecha semanal como en la quincenal, hubo un mayor crecimiento con el sustrato
de coral (SC) de mas del doble del sustrato de malla (SM), presentando el mayor TCDm a

los 8 dias con un valor de 4.403 + 2.756 % (n = 16), mientras que con SM el crecimiento
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diario no supero el 2 %. Con el tiempo se evidencié una disminucion progresiva en el TCD
para ambos sustratos, llegando hasta valores negativos a los 30 dias donde se evidencia

perdida de biomasa, siendo mas evidente con SM (Figura 12).

4.403

4.163

Promedio de TCD (%)

3 -2.560
8 16 23 30

Tiempo (dias)
Sustrato e Malla eCoral
Figura 12. Tasa de crecimiento diario promedio (TCD) a lo largo del estudio en funcién del
tipo de sustrato. Las barras azul claro indican el sustrato de malla (SM) y las barras azul
oscuro los sustratos de coral (SC). En la parte terminal de cada columna se presenta el

valor promedio correspondiente.

7.1.3 Analisis estadistico

El analisis de las variables reveld diferencias significativas entre los tratamientos (Tr)
(PERMANOVA, pseudo - F = 15.262, p < 0.05), lo que indica que estos ejercieron una
influencia diferencial sobre la tasa de crecimiento diario de los talos de H. musciformis
siendo un factor determinante para el crecimiento de estos (Tabla 5). El analisis por pares
reveld que, existen diferencias significativas entre todos los pares menos entre T1y T4 (p
< 0.05) ver tabla 5. En cuanto a los tipos de sustratos, no se encontraron diferencias
significativas (PERMANOVA, pseudo - F = 1.617, p = 0.171) (Tabla 5). Por ultimo, se
encontraron diferencias significativas entre las distancias dentro de cada tratamientos
(PERMDISP, F = 10.338, p < 0.05) siendo Tr 1 y Tr4 los mas variables, mientras que Tr 2
y 3 presentaron un comportamiento mas homogéneo (Anexo 5).
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Tabla 5. Comparaciones multiples de la prueba PERMANOVA para los tratamientos de
enriquecimiento con NaNOs (Tr: Tratamiento) y los sustratos (Su: Sustrato) frente al TCD
(%) de los talos de H. musciformis en el sistema de cultivo semicerrado. T1 (56 mM NaNO3),
T2 (15 mM NaNOs), T3 (25 mM NaNOs), T4 (0 mM NaNO:s). El df son los grados de libertad.

Y PERMDISP indica las diferencias entre la dispersién entre los grupos.

PERMANOVA PERMDISP

Factor df SS MS Pseudo-F p-valor U. perms F p-valor
Tr 3 5210 1.737 15.262 0.0001* 9967 10.338  0.0001*

Su(Tr) | 4 0.736 0.184 1.617 0.171 9959 4.3857 0.0349

Por pares (Tr) t p-valor U. perms
Tr1 Tr2 | 48077 0.0001* 9831
Tr1 Tr3 3.299 0.0009* 9844
Tr1 Tr4 | 0.20042 0.8389 9832
Tr2 Tr3 | 3.8568 0.0003* 9827
Tr2 Tr4 6.555 0.0001* 9841
Tr3 Tr4 | 45056 0.0001* 9837

Los datos se transformaron en LN(x+1) en cada caso. * Significancia al nivel 0.05.

Cabe resaltar que al momento de las primeras cosechas se observaron los talos brillantes,
rojizos y con una textura robusta. En la primera cosecha se observé que algunos talos se
hallaban adheridos a las tapas de las canastillas (Figura 13.a), mientras que otros se
adherian al esqueleto de coral (Figura 13.b), incrustando sus zarcillos dentro de sus poros
(Figura 13.d.e).

Luego de dos semanas, se evidencio presencia de otras macroalgas como algas costrosas
(figura 13.c) y de algas filamentosas (figura 13.f). Ademas de algas verdes que se

asentaban sobre las canaletas, el fondo y las canastillas.
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Figura 13. Resultados obtenidos durante el cultivo de H. musciformis en el sistema
semicerrado de cultivo en canaletas. a. Talos dentro de SC luego de 8 dias, se observa
adherencia a la superficie de la canastilla. b. se observa adherida al sustrato. d y e.
Crecimiento apical de los talos por dentro de los poros del esqueleto de coral. c y f.

Crecimiento de otros organismos asociados. Tomado por Vargas, 2022.

En el analisis de correlacion, se determind que existe una correlacion negativa muy débil a
moderada entre el TCD (%) y los tratamientos o los sustratos. Mientras que con el tiempo
se observa una correlacion negativa moderadamente fuerte, esto indica una relacién mas
clara entre las dos variables comparado con las anteriores, en la que, a medida que va

aumentando el tiempo, la tasa de crecimiento diario disminuye (Tabla 6).

Con base en el modelo, se logré determinar que las variables propuestas tienen una
contribucién moderada frente al TCDm, ya que explican aproximadamente el 34.8 % de su
variabilidad. A pesar de ello, el modelo indicd un efecto significativo sobre el TCD en el
sistema de cultivo (Regresion lineal mdltiple, r? = 0.348, Fs,18s= 33.425, P < 0.001). En la
tabla 6 se pueden observar los coeficientes obtenidos para cada una de las variables.
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Tabla 6. Correlacion de Spearman y modelo de regresion lineal. ICi e ICs indican los

intervalos de confianza inferior y superior respectivamente.

Correlacion de Spearman

Muestra rs
TCD - Tratamiento -0.21
TCD - Sustrato -0.292
TCD - Tiempo -0.562
Modelo de regresion lineal multiple
Variable Coeficientes O t- P- ICi ICs
tipico valor valor
Intercepcion 10.516 1.07 9.827 <0.001 8.405 12.627
Tratamiento -0.776 0.206 -3.765 <0.001 -1.182 -0.369
Sustrato -1.772 0.461 -3.847 <0.001 -2.681 -0.864
Tiempo -0.243 0.029 -8.444 < 0.001 -0.3 -0.186

7.2 Ensayo 2:
7.2.1 TCDm vs tratamiento con [NaNO3]

En general, la biomasa total cosechada durante el ensayo 2 fue de 1 158.91 g (Anexo 2,
Tabla 1). Como se observa en la figura 14, el mayor TCDm se obtuvo en T2 (0.312 £ 1.632
% (n = 109)), mientras que con T1 fue cercano a cero (0.031 + 1.342 % (n = 88)). Aunque
ambos tratamientos evidenciaron una dispersion considerable, esta fue menor que la
registrada durante el ensayo 1. Asimismo, dicha variabilidad pudo haber sido influenciada
por valores atipicos, con TCDm maximos de hasta 5.167 % en T2 (figura 14), asi como la

presencia de valores negativos.
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Promedio TCD (%)
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OT1 OT2

Figura 14. Tasa de crecimiento diario (TCD) promedio de los talos de H. musciformis
durante todo cultivo obtenidos bajos los tratamientos de enriquecimiento T1 (5 mM NaNO3),
T2 (15 mM NaNOs3), expuestos a luz azul + blanca y luz blanca. El simbolo x representa el

promedio, las barras la desviacién estandar y los puntos externos los valores atipicos.

7.2.2 TCDm VS Sustratos

En cuanto a los tipos de sustratos, las tasas de crecimiento diario no superaron el 1 %. El
mayor TCDm se obtuvo con SC a los 35 dias de cultivo (0.995 + 0.652 %; n = 24), mientras
que con SM fue de 0.726 + 0.456 %; n = 24 (Figura 15). Durante las primeras cosechas (10
dias y 23 dias) se evidenciaron TCDm negativas para ambos sustratos, lo que sugiere que
los talos estuvieron bajo estrés durante este periodo, para luego presentar un estado de
adaptacion al medio. No se observé una diferenciacion clara del TCDm en relacion con los
sustratos; sin embargo, a los 56 dias, aunque este valor disminuyo para ambos, fue menor
en SC en comparacion a SM. En SC, el TCDm fue de 0.391 £ 2.009 %; n = 36, mientras
que en SM fue de 0.034 + 2.172 %; n = 36.
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Figura 15. Tasa de crecimiento diario promedio (TCDm) a lo largo del ensayo 2 en funcion
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del tipo de sustrato. Las barras azul claro indican el sustrato de malla (SM) y las barras
azul oscuro los sustratos de coral (SC). En la parte terminal de cada columna se presenta

el valor promedio correspondiente.

7.2.3 TCDmM VS Luz

En general, la condicién de luz blanca mostré un mejor desempefio en el cultivo, con un
TCDm de 0.444 + 1.233 % (n=112) favoreciendo el crecimiento, en comparacion con la
combinacion de luz azul + blanca que presenté un TCDm negativo (Anexo 2. Tabla 5), lo
que indica una pérdida de biomasa. Durante la primera cosecha se evidencio que los talos
tuvieron un TCDm negativo bajo condiciones de luz azul + blanca, mientras que con la luz
blanca fue de 0.336 + 1.356 % (n=8) en T1 (5 Mm de NaNO3) y 0.208 + 0.633 % (n=8) en
T2 (15 Mm de NaNO3) (Figura 16). El mayor TCDm, se reflejé en T1y T2 a los 35 dias con
la luz blanca, 0.866 + 0.576 %; n=24 y 0.856 + 0.605 %; n=24 respectivamente, los cuales
fueron valores muy cercanos entre si (Figura 16). En la ultima cosecha, el TCDm mas alto
para los talos expuestos a luz azul + blanca, el cual fue de 0.530 + 2.987 %; n=56 con T2,

mientras que para la luz blanca disminuyé en ambos tratamientos.
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n el H =
[
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Figura 16. Valores promedios con su desviacién estandar (lineas) de la tasa de crecimiento
(TCDm %) de los talos con el tiempo, en respuesta a los tratamientos (T1: 5 mMy T2: 15
mM) y condiciones de luz. Las barras con lineas indican las muestras expuestas a luz azul
+ blanca y las de color solido las tratadas con luz blanca. Las barras azules indican el

tratamiento uno, mientras las anaranjadas el tratamiento 2.

7.2.4 Analisis estadistico

Se encontraron diferencias significativas entre las condiciones de luz (PERMANOVA,
pseudo F = 9.151, p = 0.003). No se hallaron diferencias significativas al comparar el
crecimiento entre tratamiento y tampoco con los sustratos (p > 0.05) (Tabla 7). Se
encontraron diferencias significativas entre las varianzas de las condiciones de luz
(PERMIDISP, F = 0.180, p-valor = 0.011), siendo la luz azul + blanca la que presente un

comportamiento mas heterogéneo (Anexo 6).
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Tabla 7. Comparaciones multiples de la prueba PERMANOVA para los tratamientos de
enriquecimiento con NaNOs (Tr: Tratamiento) y los sustratos utilizados (Su: Sustrato) frente
al TCD de los talos en el sistema de cultivo semicerrado con luz azul + blanca y blanca. df

indica los grados de libertad. PERMDISP indica las diferencias entre la dispersion entre los

grupos.
PERMANOVA PERMDISP
Factor | df SS MS Pseudo - p-valor U. perms F p-valor
F
Tr 1 0.055 0.055 0.837 0.368 9823 6.383 0.686
Luz 1 0.604 0.604 9.151 0.003* 9844 0.180 0.011*
Su(Tr) | 2 0.279 0.139 2.111 0.120 9950 4.03E
-02 0.840
Luz*Tr| 1 0.038 0.038 0.574 0.459 9840
Luz*S | 2 0154 0.077 1.167 0.315 9945
Por pares (Luz) ‘ t p-valor u.perms

AzuI+BIanca‘BIanca‘3.025 0.002* 9857

Los datos se transformaron en log(x+1) en cada caso. * Significancia al nivel 0.05.

A diferencia del ensayo 1 en el 2 las correlaciones encontradas fueron positivas muy bajas
(Tabla 8). El sustrato mostré una correlacion negativa, pero fue muy débil. Ademas, se
evidencié multicolinealidad. Con base al modelo, se determiné que las variables propuestas
no explican la variabilidad del TCD, ya que se obtuvo un coeficiente de determinacion del 6
%, y aunque resulta ser estadisticamente significativo, la relacion entre las variables y el
TCD no es especialmente fuerte (Regresion lineal mdltiple, r? = 0.058, F4,190= 2.978, P=
0.020). El unico coeficiente que fue significativo fue la luz con un p — valor = 0.013 (Tabla
8), lo que sugiere que la luz actia como un factor modulador del crecimiento, pero que
pueden existir otros factores que también desempefan un papel importante en la respuesta
de los talos.
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Tabla 8. Correlacién de Spearman y modelo de regresion lineal. Ici e Ics indican los

intervalos de confianza inferior y superior respectivamente.

Correlaciéon de Spearman

Muestra
TCD - Luz

TCD -
Tratamiento

TCD - Sustrato

TCD - Tiempo

Variable

Intercepcion
Luz
Tratamiento

Sustrato
Tiempo (d)

7.3 Perfil de MAAs

I's
0.24

0.088

-0.076

0.232

Modelo de regresion lineal multiple

Coeficientes Elier 1= p — valor
tipico valor
-0.99 1.464 -0.676 0.5
0.584 0.232 2.518 0.013*
0.329 0.219 1.501 0.135
-0.196 0.212 -0.922 0.358
0.005 0.007 0.713 0.477

Ici

-3.879
0.127
-0.103

-0.615
-0.008

Ics

1.898
1.041
0.76

0.223
0.018

En cuanto al perfil de MAA en las muestras de cultivo, no se identificaron compuestos

adicionales, ni se observaron mayores concentraciones de shinorina en las muestras de CS

en comparacion con las de MS.

Las muestras aclimatadas del primer ensayo mostraron una concentracion inicial de MAAs,

sin embargo, durante el cultivo se observé una disminucién progresiva a lo largo del tiempo

y solo se encontraron niveles traza (Tabla 9). (Gonzales-Torrez et al., 2025).
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Tabla 9. Perfil de MAAs (mg. g-1 DW) para las muestras del primer ensayo (afo 2022) con

luz blanca y variacion en la concentracion de NaNOs (Gonzales-Torrez et al., 2025).

Muestra*
. . - aclimatada Cosecha Cosecha
Aminoacidos micosporinicos parcial 1 completa 1
mg. g-1 DW
Shinorina UV Amax= 333 nm 143 En todos En todos
Palythina UV Amax= 320 nm 0 los ICG‘SOS los fasos
Asterina-330 UV Amax= 330 nm 0.01 solo se solo se

detectaron detectaron

Porphyra-334 UV Amax= 334 nm 0 trazas de trazas de
Total, MAAs 1.44 los MAAs los MAAs

*Valores promedio n = 10

En cuanto al segundo ensayo este comenzd con una cepa con alto contenido de MAAs,
con las muestras aclimatadas 2 (Tabla 10) pero al final del periodo de cultivo, los niveles

de MAA habian disminuido a niveles traza (Gonzales-Torrez et al., 2025).

Tabla 10. Perfil de MAAs (mg. g-1 DW) para las muestras del segundo ensayo (afio 2023)
con luz blanca y blanca/azul y variacion en la concentracion de NaNO; (Gonzales-Torrez et

al., 2025). MA indica muestra aclimatada y CC cosecha completa

Aminoacidos micosporinicos @ MA mg. g-1* DW  MA mg. g-1* DW CC1
Shinorina UV Amax= 333 nm 1.78 4.37 En todos
los casos
Palythina UV Amax= 320 nm 0.04 0.09 s6lo se
Asterina-330 UV Amax= 330 nm 0.02 0 detectaron
Porphyra-334 UV Amax= 334 nm 0 0 trazas de
Total, MAAs 1.84 4.46 los MAAs

*Valores promedio n = 10
7.4 Contenido de Kappa-carragenina

Los rendimientos de extraccion de carragenina obtenidos para las muestras del cultivo
oscilaron entre 20.5 % y 34.7 % (Tabla 11), con un rendimiento de extraccion promedio de
28.40 + 4.38 %. La unica excepcioén, que tuvo un rendimiento bajo, se present6 para la
muestra del ensayo 2 con un tratamiento de [NaNOz] = 15 mM y luz blanca + azul, el cual
fue de 20. 5%. Mientras que para el ensayo 1 el mejor rendimiento fue de 33.3 % en las

muestras tratadas con [NaNOs] = 0 mM.
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Tabla 11. Rendimiento de k-carragenina para las muestras cultivadas durante los ensayos
1y 2 (Gonzalez-Torres, 2024).

Tratamiento [NaNO;] Tipo de luz Muestra
5mM Cosecha 8 dias 2022
15 mM Cosecha 8 dias 2022
25 mM Blanca Cosecha 8 dias 2022
0 mM Cosecha 8 dias 2022

-- Sustrato malla 2022 de cosecha 8 dias
- - Aclimatada 2023

5 mM Luz blanca Cosecha 10 dias 2023
15 mM Cosecha 10 dias 2023
5 mM Luz blanca Cosecha 10 dias 2023
15 mM + Luz azul Cosecha 10 dias 2023

CMF empleado como patrén de k-carragenina \ Carragenina para aplicacion cosmética

*Valor promedio n = 15
En cuanto al peso molecular, las muestras de aclimatacion correspondiente al 2023 el valor
fue 118.99 KDa, mientras que, para todas las muestras cosechadas de ambos cultivos,
estos valores se encontraron por encima de los 134.80 KDa y hasta los 163.04 KDa. Las
muestras del ensayo 2 con [NaNOs]= 15 mM y luz azul + blanca que presentaron valores
negativos de TCD, tuvieron el mayor aumento en el peso molecular de la carragenina
extraida, el cual fue de 163.04 KDa. Mientras que para el ensayo 1 con [NaNO3] = 0 mM se
obtuvo un peso molecular de 161.06 KDa. Durante el tiempo de desarrollo del cultivo las
muestras de ambos ensayos presentaron un aumento en su peso molecular (Gonzalez-
Torres, 2024).

8. DISCUSION DE RESULTADOS
8.1 Ensayo 1:

Este estudio demostré que la tasa de crecimiento diario promedio (TCDm) de los talos de
H. musciformis fue influenciada por los tratamientos de enriquecimiento aplicados al
sistema de cultivo semicerrado. Se logré obtener un TCD promedio de 2.36 + 4.52 % (n =
48) bajo el tratamiento con 5 mM de NaNOs; durante todo el cultivo, valor comparable con
lo obtenido en otros estudios realizados en el medio natural (Mohiuddin et al., 2023;
Camacho y Montana, 2012; Wallner et al., 1992).
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La mayor tasa de crecimiento se obtuvo durante los primeros 8 dias, con valores promedios
de 4.61 £ 2.79 % (n=8) con este mismo tratamiento y de 4.23 + 3.41 % (n = 8) con 15 mM
de NaNOs; lo que refuerza la idea de que la disponibilidad de nitrégeno es un factor crucial
para el crecimiento algal. Mosquera-Murillo y Pefa-Salamanca, (2016) obtuvieron TCD
promedio de 4.82 % y 3.02 % en Caulerpa sertularioides en condiciones de laboratorio
comparables con las utilizadas en este estudio y un enriquecimiento de 35 g/L de NaNOs,
al igual que lo reportan Titlyanov et al., (2006) para Gelidium sp. con un TCD de 4.9+ 1.9
% utilizando soluciones de Von Stosch al 100 %. Ferreira et al., (2006) consiguieron TCD
mayores (8.4 % y 7.1%) en cepas de H. musciformis con concentraciones menores, lo que

sugiere una adaptacién de la especie a bajas concentraciones de nutrientes.

El hecho de que T4 (0 mM de NaNOs) presentara el TCD promedio mas bajo en la primera
cosecha, y que durante la segunda lo haya aumentado hasta 2.49 + 1.40 % sugiere que,
aunque la ausencia de nitrégeno pueda limitar el crecimiento inicial de los talos, en etapas
posteriores se pueden generar adaptaciones a las condiciones del cultivo. Carvalho, (2019)
y Martins et al., (2011) reportaron TCD mayores con tratamientos de NaNO3, desde los 0
mM hasta los 100 mM. Bravin y Yoneshigue-Valentin, (2002) obtuvieron los mejores
resultados de TCDm (20.79 %) utilizando un medio enriquecido con nutrientes, aireacién y
a 25 °C con talos de H. musciformis, esto resalta la importancia de mantener la combinacion
adecuada de los nutrientes y las condiciones del cultivo especificas para maximizar el

rendimiento.

Por otro lado, el efecto del fosforo también se ha evaluado, ya que desempefia un papel
fundamental en el almacenamiento de energia. Sarri et al., en 2022, encontraron que K.
striatus enriquecido con fésforo, alcanzé un crecimiento del 2.40 % por dia después de 45
dias, lo que indica que, concentraciones mas altas de fosforo pueden ralentizar el
crecimiento del alga. El exceso de fosforo reduce la capacidad del alga para absorber
micronutrientes esenciales, en particular zinc y hierro (Provin y Pitt, 2008) ademas, puede
volverse soluble y moévil en el agua, llegando a las porciones superficiales y provocando el

crecimiento de algas y otras plantas indeseables (Sarri et al., 2022).

Dado que se asegurd la disponibilidad de nutrientes como nitritos, nitratos y fosfatos
durante todo el cultivo, asi como los demas parametros, la razén por la cual el TCDm

disminuyd considerablemente luego de la tercera semana, puede deberse al crecimiento
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de otros organismos, como algas verdes, algas coralinas y algas filamentosas, que pueden
generar un efecto de competencia para H. musciformis. La presencia de epifitos reduce la
biomasa, debilita los talos, causa ruptura y disminuye el TCD debido a que se recubre la
superficie de los fragmentos e impiden la absorcién de luz y nutrientes (Delgadillo Garzén
y Newmark, 2016; Vairappan, 2006; Critchley et al., 2004; Ask y Azanza, 2002). Una posible
solucion es la remocion por métodos mecanicos o bioldgicos, asi como controles de

limpieza periddicos que eviten el asentamiento de estos organismos (Critchley et al., 2004).

Los recambios de agua son un punto importante en este sentido, ya que es necesario utilizar
un ciclo similar de llenado al natural de la bahia, haciendo renovaciones cada 12 horas
(Rodriguez et al., 2012), para que no se sature el sistema de nutrientes. Al igual que en los
cultivos piscicolas, es recomendable determinar tasas de conversidén alimenticias para
evitar el exceso de nutrientes no consumidos. Esto puede evitar pérdidas econdmicas
directas y la degradacion del ambiente, que a su vez pueden causar estrés, enfermedades,

bajo crecimiento, baja supervivencia y una mala cosecha (Aguirre et al., 2022).

Por otro lado, hay que tener en cuenta que, los factores ambientales actuan sinérgicamente
como responsables del crecimiento; el enriquecimiento, la aireacion, la temperatura, y la
irradiancia actuan de manera coordinada para la absorcion de nitrégeno (Bravin y
Yoneshigue-Valentin, 2002; Nivedita y Raghunathan, 2016). En los ensayos, se utilizaron
cuerdas, mallas y canastillas de polipropileno que bloqueaba la incidencia directa de la luz
en los talos, lo que podria haber tenido un efecto negativo sobre el TCD. Adicionalmente,
la formacion de burbujas en la superficie del agua afecté la disponibilidad de luz, la cual
estd limitada por la transparencia del agua y determina directamente la actividad de
fotosintesis de las algas y su capacidad de biosintesis (Orfanidis, 1992), por lo que reducir
obstaculos directos entre las algas y la luz dentro de la columna de agua es de vital

importancia.

Con lo anterior, se evidencia que los tratamientos generan diferencias significativas en el
crecimiento de los talos, sin embargo, el resultado significativo del PERMDISP indica la
presencia de heterogeneidad en variabilidad del TCDm de los talos dentro de cada Tr, asi
como solapamiento. En este contexto, la significancia observada podria estar influenciada
no solo por el efecto de cada tratamiento sino también por la variabilidad interna de cada

grupo. Este comportamiento puede explicarse por la amplia plasticidad fisiolégica de las
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macroalgas a las variaciones ambientales, que generan diferencias en la regulacion del
metabolismo. Adicionalmente, la presencia de valores extremos sugiere que algunos talos
pudieron experimentar condiciones subdptimas, lo que pudo generar la variabilidad dentro

de cada tratamiento.

Aunque se presentd un TCDm alto de 6.97 + 2.44 % (n=4) con el sustrato de esqueleto de
coral y un tratamiento de [NaNOs] 15 mM en la primera cosecha, no se encontraron
diferencias significativas entre los sustratos (PERMANOVA, pseudo F = 2.274, p = 0.058)
(Tabla 7). Lo que denota que dentro del sistema no hay un efecto de preferencia para el
asentamiento que favorezca el crecimiento de los talos, y que este puede estar influenciado
por multiples factores. Resultados muy prometedores con diferentes sustratos (Pereira
et al., 2020; Saavedra et al., 2019), resaltan la importancia de seguir haciendo ensayos con
materiales que puedan beneficiar el asentamiento, el crecimiento, generen resistencia a

epifitismo para mejorar la productividad del cultivo.

Finalmente, se obtuvo una correlacion negativa moderadamente fuerte entre el tiempo y la
tasa de crecimiento diario de los talos, lo que responde a lo esperado y a lo reportado por
Camacho y Montafa Fernandez, (2012) y Lapointe et al., (1976) quienes mencionaron que
después de un periodo de 7 a 30 dias los talos de H. musciformis sufren una gran
fragmentacion y va disminuyendo su TCD con el paso del tiempo sin poder mantener su
biomasa en cultivos en tanques, esto puede estar relacionado a una posible senescencia

de los talos.

8.2 Ensayo 2:

En comparacion con el ensayo 1, se obtuvo un TCD poco promisorio, ya que no se
increment6 la biomasa de los talos, y durante las primeras cosechas hubo pérdida de
biomasa, con TCD negativos. Sin embargo, estos resultados permiten analizar sobre la
influencia de los diferentes tipos de luz utilizados y su relacion con la disponibilidad de

nutrientes y el TCD.

Teniendo en cuenta que se obtuvieron diferencias significativas entre los tipos de luz, se
sugiere que la luz blanca favorece el crecimiento en comparacion con la combinacion de
luz azul + blanca, ya que en las primeras cosechas la luz blanca mostré un ligero
crecimiento positivo con ambos tratamientos de NaNOs, y el mayor TCD promedio de

registré a los 35 dias. Esto indica que esta ultima proporcioné un entorno 6ptimo para el
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crecimiento continuo de los talos. Estudios previos lo respaldan, Syahrul et al., (2023)
registraron TCDm 3.77 + 0.06 % para K. alvarezii a 28°C + luz blanca a 100 PAR, mientras
que para Gracilaria asiatica, Wedchaparn et al., (2015) reportaron un TCD de 18.87% y
10.56 % con 90 * 20 pymol m?2seg™’. Una amplia gama de estudios refleja los resultados
prometedores sobre el efecto de luz blanca artificial sobre el TCD promedio en cultivos in
vitro de algas, sean rojas, verdes o pardas (Gong et al., 2020; J. K. Kim et al., 2015; J.-H.
Kim et al., 2019; Schulze et al., 2016; Shen et al., 2013).

La luz azul se ha reportado principalmente para evaluar su efecto sobre la acumulacion de
proteinas y aminoacidos, tipo micosporinas en algas rojas, pero han encontrado TCD
promedio de 3.3 = 0.7 % siendo los valores mas bajos utilizando diferentes tipos de luz a
45 ymol m2sec™ (Korbee et al., 2005). Barufi et al., (2015), compararon diferentes tipos de
luz a 350 umol m?seg™ en cultivos de Gracilaria birdiae, y encontraron que las algas
cultivadas en luz blanca mostraron un TCD mas alto que las cultivadas en roja y azul, lo

que concuerda con lo obtenido.

Por la presencia de valores atipicos, especialmente la pérdida de biomasa y las altas
variabilidades observadas, las diferencias significativas obtenidas para las condiciones de
luz podrian estar influenciadas por diferencias en la dispersion del TCDm, por lo que se

resalta la necesidad de implementar un control riguroso en las condiciones experimentales.

La correlacion positiva pero débil entre las variables y el TCD sugiere que la luz es un factor
significativo, pero no es el unico que afecta el crecimiento. El bajo coeficiente de
determinacion indica que otros factores no considerados en el modelo podrian estar
influyendo en el TCD. Uno de ellos podria ser la salinidad: durante las dos primeras
semanas se presentaron alzas en la concentracion de este parametro por condiciones del
laboratorio, y la exposicion prolongada a salinidades mas altas o bajas de las 6ptimas inhibe
la division celular y puede provocar retraso en el crecimiento (Graham y Wilcox, 2000). Una
vez la salinidad fue ajustada pudo beneficiar el crecimiento de los talos, ya que, en la ultima
cosecha, los talos expuestos a la luz azul + blanca mostraron un aumento en el TCDm
(0.53 + 2.98 %). Macler, (1988) reportdé para G. coulteri TCD bajos en los primeros cinco
dias en salinidades de 50 g/l, las cuales se recuperaron después de cinco semanas

cultivadas.
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La relacion existente entre la luz y el nitrato no es menos importante, ya que en macroalgas
estan estrechamente relacionadas a nivel fisiolégico y enzimatico. Ambas regulan de forma
continua la fotosintesis y la asimilacion del nitrégeno, lo que determina el crecimiento
(Mendes et al., 2024). Chow et al., 2004, demostraron como la enzima de nitrato reductasa
(NR), la cual es responsable de la reduccion de NO3;™ a NO,~ es fuertemente dependiente
de la luz en Gracilaria chilensis. Lo que implica que, en condiciones de alta irradiancia,
aumenta la fijacién del carbono en el ciclo de Calvin y por tanto hay mayor capacidad de
incorporar nitrégeno en aminoacidos, favoreciendo el crecimiento (Kowalczyk et al., 2013).
Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados del presente estudio, los talos cultivados
obtuvieron un TCD minimo, lo que puede indicar que uno de estos factores era limitante en
el sistema, reduciendo la capacidad de utilizacién del nitrato, y restringiendo su crecimiento,

esto sumado al estrés por salinidad.

Cabe resaltar que los talos de este ensayo tuvieron una mayor duracién en el tiempo, ya
que el cultivo duré 26 dias mas que el ensayo 1, y aunque el TCD no aumentd
significativamente, los talos se mantuvieron en el cultivo, lo que resalta que los cambios
realizados en cuanto a las condiciones estructurales del sistema pudieron propiciar un mejor

entorno para el cultivo.

8.3 Perfil de MAAs

Dado que los resultados obtenidos mostraron una disminucion progresiva en los niveles de
MAAs a lo largo del tiempo en ambos ensayos, se sugiere que los factores asociados al
entorno no beneficiaron la producciéon de MAAs. Mdltiples estudios han determinado que
uno de los factores mas relevantes para la sintesis de MAAs es la radiacion solar (Huovinen
et al., 2004). Tanto la calidad y cantidad de radiacion recibida, asi como el contenido de
nitrégeno, fosforo y un pH ambiental basico del medio de cultivo influye en la acumulacién
de MAAs en experimentos en laboratorio (Briani et al., 2018; Korbee et al., 2006). Sin
embargo, las fluctuaciones en la salinidad pueden cambiar la densidad del agua, la
absorcion de nutrientes y la presion osmoética en las células (Fong et al.,, 1996), lo que
provoca un estrés fisiolégico y bioquimico significativo, generando cambios en la tasa de
crecimiento y el rendimiento fotosintético (Schmidt et al., 2015), lo cual, a su vez, puede

afectar la produccion de compuestos secundarios, como las MAAs.
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Adicionalmente, es importante considerar que los aminoacidos similares a las micosporinas
(MAA) son una gran familia de protectores naturales que absorben los rayos UV (Geraldes
y Pinto, 2021), razén por la cual el tipo de luz utilizado pudo influenciar en los resultados
obtenidos, ya que las luces LED comunmente empleadas en cultivos bajo condiciones
controladas no emiten radiacion UV la cual es un estimulo clave para la biosintesis de MAAs

(Velasco-Charpentier et al., 2016).

8.4 Contenido de Kappa-Carragenina

Uno de los factores importantes para tener en cuenta al analizar los valores del contenido
de carragenina es el método de extraccion utilizado. En este estudio, los rendimientos
oscilaron entre 20.5 % y 34.7 %, situdndose dentro del rango reportado en la literatura para
la extraccion de k-carragenina en diversas especies de algas rojas cultivadas. Estudios
previos han documentado rendimientos que varian ampliamente, desde 6.5 % hasta 43 %,
dependiendo de la especie de alga y las condiciones de extraccion empleadas, donde los
valores mas altos se logran bajo extraccion alcalina (Martin-del-Campo et al., 2021). Por
ejemplo, Manuhara et al. (2016) reportaron rendimientos para K. alvarezii entre 19.50 % y
43.91 % utilizando varias concentraciones de solucién de KCI. Otros estudios registran
rendimientos para H. musciformis entre 35 % y 47 % controlando el pH (Mtolera y Buriyo,
2004; Rozo, 2006). En el medio natural, para el Caribe colombiano se han reportado
rendimientos entre 44 y 48 % con un proceso de extraccion a partir de agua alcalina

(Camacho y Montafia Fernandez, 2012).

No obstante, es importante tener en cuenta cémo los factores ambientales del sistema de
cultivo pudieron influir en la concentracion de este ficocolodie, ya que los mayores
rendimientos (34.7 y 33.3 %) se obtuvieron en los ensayos con menor o nula concentracion
de nitrato (NaNO3 = 5 mM en el Ensayo 2 y NaNOs = 0 mM en el Ensayo 1,
respectivamente), lo que concuerda con la idea de que a bajas concentraciones de nitrato
pueden mejorar su rendimiento (Luhan et al, 2015). Generalmente, cuando hay una
limitacion de nitrégeno, el alga destina el carbono almacenado a la produccion de
polisacaridos carbonatados, como la carragenina, ya que estos compuestos le sirven de
proteccion para resistir periodos de estrés o cambios ambientales (Mendes et al., 2024). En
cambio, bajo condiciones de alta disponibilidad de nitrogeno, las algas priorizan la sintesis

de compuestos nitrogenados, como proteinas, enzimas y clorofila, lo que se traduce en un
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mayor crecimiento y aumento de biomasa (Luhan et al., 2015). Este fendmeno se conoce

como el “efecto Neish” (Chopin et al., 1990).

En cuanto al ensayo 2, el tratamiento de [NaNOs] = 15 mM fue el que obtuvo un menor
rendimiento, lo que se sugiere que una alta disponibilidades de nitrdgeno en combinacion
con valores elevados de PAR pueden no ser favorables en la produccion de carragenina
(Zhu et al., 2014) ya que puede causar fotoinhibicion, interrumpiendo el desarrollo de las
algas y afectando los niveles de carragenina (Kravchenko et al., 2018; Véliz et al., 2017;
Hurtado et al., 2009).

Por otro lado, para el peso molecular, el aumento en relacion con el tiempo de permanencia
en el cultivo podria indicar que las condiciones experimentales favorecieron la sintesis de
cadenas de polisacaridos mas largas. La muestra con el mayor peso molecular (163.04
KDa) correspondié al ensayo 2 con NaNOs; = 15 mM vy luz azul + blanca, que también
presentd el rendimiento de extraccidn mas bajo. Esta observacion podria sugerir que el
aumento del peso molecular estimado en la carragenina podria ser el resultado de la
exposicion a un proceso de estrés, la actividad metabdlica se ve alterada por la temperatura,
el pH y la disponibilidad de nutrientes segun las diferentes condiciones ambientales, lo que

puede genera cambios en la composicion quimica (Afonso et al., 2021).

Los valores obtenidos para las muestras del cultivo (134.80 KDa a 163.04 KDa) fueron
generalmente mas altos que el de la muestra de aclimatacién (118.99 KDa), evidenciando
un efecto de aumento relacionado a las condiciones del cultivo. Sin embargo, estos valores
estan dentro de lo normal, ya que los pesos moleculares de la carragenina se encuentran
generalmente en el rango de 100 a 500 kDa (Rozo, 2006). Ekstrom (1985) analizé ocho
muestras de carragenina de grado alimenticio y hallé que el valor medio del peso molecular
de esas carrageninas era de 167 kDa, lo que indica que las muestras con los menores
pesos moleculares son aptas para utilizar en alimentos. Rozo, (2006) indicé que para
kappa-carragenina usada en alimentos, el peso molecular variaba entre 50 y 100 kDa. Es
importante destacar que el peso molecular de kappa-carragenina puede influir en sus

propiedades y aplicaciones (Florez-Fernandez et al., 2022).

Por ultimo, es bien sabido que en Colombia falta realizar investigaciones referentes al
cultivo de macroalgas, tanto en medio natural como en sistemas controlados, sin embargo,

ésta es un area prometedora, especialmente en las regiones del Caribe y el Pacifico (Arias-
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Echeverri et al., 2022). Para maximizar su potencial comercial y sostenible, es crucial
estabilizar y controlar parametros como la disponibilidad de nutrientes, la calidad del agua,
y las condiciones de cultivo, una buena manera de romper con estas limitaciones seria
implementando nuevos disefios altamente controlados, como lo son la acuicultura
multitréfica integrada (AMTI), donde existe un aprovechamiento centrado en utilizar
diferentes especies que desarrollan funciones especificas dentro del sistema (Chopin et al.,
2008; Neori et al., 2004). Asi como que las especies utilizadas, ademas de biofiltrar, tengan
un valor comercial afadido (Neori et al., 2004; Nobre et al., 2010) siendo este el caso de H.

musciformis la cual tiene un amplio interés comercial.

9. CONCLUSIONES

Este estudio marca un hito en Colombia al implementar por primera vez un sistema de
cultivo semicerrado de macroalgas marinas. A diferencia de investigaciones previas que se
centraron en cultivos experimentales en mar abierto, como los realizados en Bahia Portete,
La Guajira, y Santa Marta entre 2005 y 2006, donde se evalud la factibilidad de cultivos
piloto de macroalgas rojas, este nuevo enfoque introduce un sistema semicerrado que,
proporciona un mayor control sobre las condiciones de cultivo. Esta innovacion no solo
representa un avance significativo en las técnicas de cultivo de macroalgas en el pais, sino
que también abre nuevas posibilidades para el desarrollo sostenible de la acuicultura y la

biotecnologia marina en Colombia.

En el ensayo 1, se determind que el sistema de cultivo propuesto promueve el crecimiento
de los talos de H. musciformis. Las concentraciones de NaNOs; tuvieron un efecto directo
sobre la tasa de crecimiento (TCD), siendo los tratamientos con 5y 15 mM los que tuvieron
los mejores resultados iniciales. Los sustratos SC presentaron las mayores TCD promedio,
pero no se encontraron diferencias significativas entre SC y SM, lo que indica que no se
presentd una distincion entre uno y el otro que promoviera el aumento de la biomasa, y que
mas variables podrian estar afectando el crecimiento de los talos, en cuanto a la

disminucion del crecimiento con el tiempo fue un fendmeno esperado.

En el ensayo 2 se identificd que la luz blanca resulta ser mas beneficiosa para el crecimiento
de los talos, pero es fundamental seguir investigando la interaccion de multiples factores y
su influencia a largo plazo en el cultivo, debido a que se observd una disminucion en los

niveles de MAAs, sugiriendo que los factores asociados al entorno no beneficiaron su
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produccion, por lo que, la variabilidad observada y los resultados atipicos destacan la
complejidad de optimizar las condiciones del cultivo para maximizar la produccion de

biomasa y al mismo tiempo favorecer la produccién interna de los compuestos quimicos.

Se resalté la importancia de estabilizar las variables mas importantes que afectan
directamente el crecimiento del alga, asi como aquellas que intervienen en la produccién
de los compuestos con interés comercial, en cuanto a cantidad, calidad y eficiencia. Esto
influye no solo en la disponibilidad de nutrientes y las condiciones de iluminacién, sino
también factores como la salinidad, la aireacion y el control de organismos competidores.
La optimizacion de estos parametros contribuira a la rentabilidad del cultivo a largo plazo y
asi mismo mejorara la productividad y calidad de los compuestos como las MAAs y kappa-

carragenina que produce naturalmente H. musciformis.

Como producto de este trabajo se elabord un articulo titulado “MAAs Profiling in Wild
Hypnea Samples (Gigartinales, Rhodophyta) from the Colombian Caribbean and in
Samples from a Pilot Semi-Closed Cultivation of H. musciformis” el cual fue sometido a la

revista VITAE, ver anexo 5.
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11. ANEXOS
Anexo 1. Ensayo 1

Tabla 1. Valores promedio de la tasa de crecimiento (TCDm %) de los talos para cada
tratamiento, y el total obtenido para todo el cultivo del ensayo 1. Trindica Tratamiento. Sum

la suma de los pesos finales (Pf g) y el DE indica la desviacion estandar del TCDm %.

Tr  [NaNO3]mM Sum de Pf(g) TCDm (%) DE de TCD (%)

1 5mM 206.390 2.360 4.471
2 15 mM 197.860 1.691 3.154
3 20 mM 146.240 -1.005 4.233
4 0mM 155.610 0.673 2.627
Total 706.100 0.930 3.91

Tabla 2. Valores promedio de la tasa de crecimiento (TCDm %) de los talos para cada

sustrato, obtenido durante cada cosecha en el cultivo del ensayo 1. Tr indica Tratamiento.
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Su el sustrato. DE indica la desviacion estandar del TCDm% y n el numero de muestras

evaluadas.

Su Tiempo (dias) TCDm (%) DE TCD (%) n

Coral 8 4.403 2.756 16
Coral 16 4.163 1.529 32
Coral 23 -0.275 2840 16
Coral 30 -0.779 3.116 32
Malla 8 1.101 2841 16
Malla 16 1.924 0.987 32
Malla 23 0.431 6.961 16
Malla 30 -2.560 3.040 32
Total 0.930 3.911 192

Tabla 3. TCD promedio (%) del ensayo 1 en las diferentes cosechas para cada tratamiento.
IB indica el incremento de biomasa, X: promedio y o: desviacion estandar. TR indica
tratamiento, Pi indica el peso inicial de los talos, Pf corresponde al peso final y el TCD (%)

a la tasa de crecimiento diario obtenida.

Tr [NaNO3] Sustrato Tiempo (dias) Pi(g) Pf(g) TCD (%)
1 5 mM Coral 8 2.800 5.000 7.248
1 5 mM Coral 8 2.600 5.400 9.136
1 5 mM Coral 8 3.400 3.600 0.714
1 5 mM Coral 8 3.400 4.500 3.504
1 5 mM Malla 8 3.100 3.500 1.517
1 5mM Malla 8 3.100 5.300 6.704
1 5 mM Malla 8 3.400 4.200 2.641
1 5mM Malla 8 3.300 5.100 5.441
2 15 mM Coral 8 3.400 6.100 7.306
2 15 mM Coral 8 3.400 6.800 8.664
2 15 mM Coral 8 3.500 6.900 8.484
2 15 mM Coral 8 3.500 4.600 3.416
2 15 mM Malla 8 3.300 4.200 3.015
2 15 mM Malla 8 3.400 3.400 0.000
2 15 mM Malla 8 3.500 4.700 3.685
2 15 mM Malla 8 3.100 2.900 -0.834
3 20 mM Coral 8 3.400 4.700 4.047
3 20 mM Coral 8 3.500 4.600 3.416
3 20 mM Coral 8 3.600 4.500 2.789
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Anexo 2. Ensayo 2

Tabla 4. Valores promedio de la tasa de crecimiento (TCDm %) de los talos para cada
tratamiento, y el total obtenido para todo el cultivo del ensayo 1. Trindica Tratamiento. Sum

la suma de los pesos finales (Pf g) y el DE indica la desviacion estandar del TCD %.

[NaNO3] mM Sum de Pf(g) TCDm (%) DE de TCD (%)

5 526.990 0.031 1.342
15 631.920 0.312 1.632
Total 1158.910 0.187 1.516

Tabla 5. Valores promedio de la tasa de crecimiento (TCDm %) de los talos para cada
sustrato, obtenido durante cada cosecha en el cultivo del ensayo 1. Tr indica Tratamiento.
Su el sustrato. DE indica la desviacion estandar del TCDm% y n el nUmero de muestras

evaluadas.

Su Tiempo (dias) TCDm (%) DE de TCD (%) n

Coral 10 -0.344 0973 16
Coral 23 -0.177 1.156 24
Coral 35 0.995 0.652 24
Coral 56 0.391 2.009 36
Malla 10 -0.335 1.298 16
Malla 23 -0.191 0.958 24
Malla 35 0.726 0.456 24
Malla 56 0.034 2172 33
Total 0.187 1.516 197

Tabla 6. TCD promedio (%) del ensayo 2 en las diferentes cosechas o tiempo para cada
tratamiento bajo su respectivo tratamiento de luz. IB indica el incremento de biomasa, X:

promedio y 0: desviacion estandar.

Luz Tr [NaNO3] mM Su Tiempo (dias) Pf(q) ITCDm (%)
Azul + Blanca | T1 5 Coral 10 5.480 0.448
Azul + Blanca | T1 5 Coral 10 4.500 -0.242
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Tabla 7. Promedio y desviacion estandar del analisis PERMDISP para el ensayo 1.

Tratamiento n Promedio SE
1 . 48 3.65E-01 5.860E-02
2 . 48 1.27E-01  2.206E-02
3 . 48 1.01E-01  1.517E-02
4 . 48 2.32E-01  3.769E-02
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Anexo 6. Promedio y desviacion estandar del analisis PERMDISP para el ensayo 1.
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Anexo 7.

MAAs Profiling in Wild Hypnea Samples (Gigartinales, Rhodophyta) from the Colombian
Caribbean and in Samples from a Pilot Semi-Closed Cultivation of H. musciformis

Perfilado de MAAs en Muestras Silvestres de Hypnea (Gigartinales, Rhodophyta) del Caribe
Colombiano y de un Cultivo Piloto Semicerrado de H. musciformis
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Abstract

Background: Mycosporine-like amino acids (MAAs) are marine natural products with
significant ultraviolet radiation (UVR) absorption capacity, positioning them as promising
candidates for the cosmetic industry. Species of Hypnea have been identified as sources of
MAAs. Objective: This study aims to evaluate the MAA content in wild-type Hypnea spp.
(Gigartinales, Rhodophyta) from the Colombian Caribbean and explore a pilot semi-closed
cultivation of H. musciformis. Methods: Samples of Hypnea species were collected from the
Colombian Caribbean Sea. H. musciformis was cultured under semi-closed laboratory
conditions, with variations in sodium nitrate concentration (5 mM to 25 mM) and light
incidence (white light, PAR = 30 ymol.m™=.s™" and 106 pmol.m™2.s™", or a mix of blue and
white light, PAR = 106 ymol.m™2.s7"). Polar extracts of wild type and cultured samples were
analyzed by UHPLC-DAD and UHPLC-MS/MS to establish the profile and quantify the
MAAs. Results: Concentrations exceeding 2 mg.g™" DW were found in H. cf. caraibica, with
trace-level presence in H. valentiae and no detectable MAAs in H. cervicornis and H.
spinella. The highest MAA content (6.22 mg.g™ DW) was observed in H. musciformis.
Overall, shinorine was the most abundant MAA, followed by palythine, asterine-330, and
porphyra-334. Cultured samples revealed only trace-level amounts of MAAs. Conclusion:
The abundant species H. musciformis collected at Santa Marta Bay is a promising source
of MAAs, particularly shinorine. However, laboratory cultivation of this species did not yield
significant amounts of these compounds. Further laboratory trials are required to identify the
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variables that may enhance MAA production, such as increased UV or photosynthetically
active radiation (PAR) exposure.

Keywords: shinorine, aquaculture, blue cosmetics, marine natural products

Antecedentes: Los aminoacidos tipo micosporinas (MAAs, por sus siglas en inglés) son
productos naturales marinos con una notable capacidad de absorcién de radiacién
ultravioleta (RUV), lo que los posiciona como candidatos prometedores para la industria
cosmética. Se ha identificado a especies de Hypnea como fuentes de MAAs. Objetivo: El
objetivo de este estudio es evaluar el contenido de MAAs en muestras ambientales de
Hypnea spp. (Gigartinales, Rhodophyta) del Caribe colombiano y explorar la produccién de
estos compuestos en un cultivo piloto semi cerrado de H. musciformis. Métodos: Se
recolectaron muestras de especies de Hypnea en el mar Caribe colombiano. Ademas, H.
musciformis se cultivd en condiciones semicerradas de laboratorio, variando Ila
concentracién de nitrato de sodio (de 5 mM a 25 mM) y la incidencia de luz (luz blanca, PAR
= 30 ymol.m™Z.s™ y 106 pymol.m™2.s™, o una mezcla de luz azul y blanca, PAR = 106
pmol.m™2.s7"). Los extractos polares se analizaron mediante UHPLC-DAD y UHPLC-MS/MS
para establecer el perfil y cuantificar los MAAs. Resultados: Se encontraron
concentraciones superiores a 2 mg.g~* de peso seco en H. cf. caraibica, con presencia en
niveles traza en H. valentiae y sin MAAs detectables en H. cervicornis y H. spinella. El mayor
contenido de MAAs (6.22 mg.g™" de peso seco) se observd en H. musciformis. Shinorina
fue el MAA mas abundante, seguido por palythina, asterina-330 y porphyra-334. Las
muestras de los cultivos revelaron sélo cantidades traza de MAAs. Conclusion: La especie
abundante en la bahia de Santa Marta H. musciformis es una fuente prometedora de MAAs,
particularmente shinorina. Sin embargo, el cultivo de esta especie en condiciones de
laboratorio no permitié la obtencion significativa de estos compuestos. Se requieren mas
ensayos de laboratorio para identificar las variables que puedan promover un aumento en
la produccién de MAAs, como una mayor exposiciéon a RUV o radiacién fotosintéticamente
activa (PAR).

Palabras clave: acuicultura, cosmética azul, productos naturales marinos, shinorina.
Introduction

Solar radiation, particularly ultraviolet (UV) and near-infrared radiation, has been identified
as a significant factor in skin-related issues such as premature photoaging and various types
of cancer
(1,2). UV radiation is categorized into UVC, UVB, and UVA. While the sun emits all types of
UV radiation, UVC (200-280 nm) is completely absorbed by the stratosphere, and UVB
(280-320 nm) is filtered by approximately 90% in the atmosphere (1,3). Consequently, the
radiation reaching the Earth's surface primarily consists of UVA rays (320-400 nm), which
account for over 90%, while UVB rays constitute a smaller proportion, roughly 4 to 5% (4).
UVB radiation that reaches the Earth's surface poses a harmful abiotic factor to living
organisms by damaging key biomolecules such as DNA, RNA, lipids, and proteins (5). In
response, many sun-exposed organisms have evolved mechanisms and specialized
compounds for protection against solar radiation, including mycosporine-like amino acids
(MAAs). These compounds effectively absorb UV radiation and have been studied since the
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1960s, primarily for their photoprotective properties. MAAs are found in fungi, cyanobacteria,
microalgae, dinoflagellates, macroalgae (especially Rhodophyta), lichens, and in organisms
along the food chain such as corals, sponges, crustaceans, and fish (6,7).

Approximately 40 MAAs have been identified and characterized in algae, fungi, and
cyanobacteria (7-9). Beyond their photoprotective properties, MAAs exhibit various
biological activities, including antioxidant, antiviral, antifungal, antibiotic, anticancer, and
antidiabetic effects (10,11). Moreover, their biological roles extend beyond UV absorption to
functions such as scavenging reactive oxygen species for antioxidant effects,
osmoregulation, nitrogen storage, and others (7). MAAs have gained significant interest in
this context due to their natural origin, UV absorption capacity, and additional properties
relevant to the cosmetic field (4). These attributes position them as a promising option for
skin protection and mitigation of UV radiation effects, offering a sustainable solution that
benefits both health and the environment.

Within the order Gigartinales, which includes Hypnea, species with concentrations
exceeding 2 mg.g™' DW of MAAs are classified as high producers of these compounds. The
most common MAAs in this order include asterine-330, mycosporine-glycine, palythene,
palythinol, porphyra-334, palythine, shinorine, and usujirene (12). Specifically, in Hypnea,
the following MAAs have been reported: shinorine, asterine-330, porphyra-334, palythine,
and mycosporine-glycine (12). Additionally, Hypnea is recognized as a producer of various
bioactive small compounds (13,14), and polysaccharides, with carrageenans being
particularly prominent (15). These polysaccharides are highly valued in the food,
pharmaceutical, and cosmetic industries due to their viscosifying and gelling properties (16).
As a result, Hypnea musciformis Lamouroux has been cultivated globally, including in
regions such as Israel (10) and Bangladesh (17), as well as in Latin America (e.g., Brazil
(18)) and even Colombia (19). In Colombia, studies have primarily focused on
carrageenans.

Studies on the content of MAAs in red algae within Latin America are scarce. Notably,
research conducted in Brazil revealed that Hypnea musciformis specimens from the
southern Brazilian subregion predominantly contained shinorine as the most abundant MAA,
while those from the southeastern and northeastern subregions exhibited a higher
prevalence of asterine-330 (20). In Colombia, two reports have been published on MAAs
from algae: one for samples collected in the Pacific Ocean (21) and another for samples
from the Caribbean Sea (22), which also included preliminary findings for macroalgae from
the genus Hypnea. The aim of this study is to assess the MAA content in wild-type Hypnea
spp. (Gigartinales, Rhodophyta) from the Colombian Caribbean and investigate the MAA
profile of samples from a pilot semi-closed cultivation of H. musciformis.

Material and methods
Collection of Biological Material

Wild-type samples of macroalgae from the genus Hypnea were collected in Magdalena, La
Guaijira, San Andrés, and Providencia in the Colombian Caribbean (Figure 1), as
summarized in Table 1. After collection, the samples were cleaned with seawater to remove
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sand and epiphytes, then preserved by freezing at -16°C. Subsequently, they were
transported to Bogota Laboratories, where they were freeze-dried.

San Andrés
Island gy
'® Providencia
La Guajira
Magdalena -

Colombia

@ Wild-type samples
Samples of pilot semi-closed system of
Hypnea musciformis from Santa Marta
(Magdalena).

A B Image of © OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF.

@ Geographical distribution of species of Hypnea

Figure 1. (A) Collection sites for wild-type Hypnea spp. samples along the Colombian
Caribbean coast were carefully selected based on their ecological diversity and the richness
of their marine ecosystems. (B) Geographical location of Colombia and the global
distribution of Hypnea, as recorded in the Global Biodiversity Information Facility (GBIF).
Image of © OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF.

The samples were identified by Dr. Brigitte Gavio and Dr. Vanessa Urrea-Victoria based on
morphological characteristics, primarily using the descriptions provided in (23) and (24).
Reference specimens were deposited in the Jiwukori Herbarium at the National University
of Colombia (Bogota, Colombia). The nomenclature and taxonomy of the algae follow the
database (25).

Table 1. Wild-type samples of Hypnea spp. collected from the Colombian Caribbean, utilized
for MAA quantification and HPLC-MS/MS analysis.

: Code Locatio Collectio Collection Identifier/colle Herbarium
Species (samples) n n date date (year) ctor code
(month) (Voucher)
Hypnea
muscifor
mis Wt-2809- 2022 DV, JG-T, HB *
Lamouro 22 Santa
X Marta,
Magdale
we-1109- @
R-22 (red
thalli)
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Collectio Herbarium

. Code Locatio Collection Identifier/colle
Species (samples) n n date date (year) ctor code
(month) (Voucher)
Wit-1109-
MX-22 (red
and green
thalli)
Santa
Wi-11-22  Marta g 2022 DV, JG-T, HB .
Magdale
na
Santa
Wit-0309- Marta, N
23 Magdale 9 2023 DV, HB
na
HP1411 @ 11 2018 MP *
HP1505 ° 5 2019 MP *
HP0903 3 *
HPB1408 Provide 8 ’
ncia
HPB0209 9 *
HP1209 9 *
HP0810 10 *
Musichi,
HJMM @ La 3 2021 MP, ML *
Guajira
Hypnea Cabo de
valentiae HJV @ la Vela, 5 2021 MP, ML N
Montagn La
e Guajira
Hypnea
cervicomi ~ HJC=  Cabode 2 2021 MP, ML *

s Agardh la Vela,
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. Code Locatio Collectio Collection Identifier/colle Herbarium
Species (samples) n n date date (year) ctor code
(month) (Voucher)
La
Guaijira
Cabo de
Hypnea la Vela
spinella HMS 2 La ' 3 2021 MP, ML *
Agardh Guajira
Hypnea
cf. Riohach
caraibica HJ1125 a La 7 2022 VU-V JIW000034
Nauer, N 32
Guaijira
Cassano,
& Oliveira
HJ1073 3 JIW000034
33
Hvonea Riohach
yp HJ1077  a,lLa 3 2022 VU-V *
sp.1 "
Guaijira
Hypnea El
of. HJ1067  ©aaro, 3 2022 VU-V *
muscifor La
mis Guaijira
El
Hypnea 1147  Paaro, 7 2022 VU-V *
sp.2 La
Guaijira
Hypnea HJ1120 PéI'EaIro
}s’p 3 and da ’ 7 2022 VU-V *
P- HJ1121 !
Guaijira
HJ1126 .
" Riohach
Hypnea — HJ1128 " o 7 2022 VU-V *
sp.4 and Guaiira
HJ1131 I
Hypnea — HJ1111 San 7 2022 VU-V *
Andrés

cf.
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Code Locatio Collectio Collection Identifier/colle Herbarium

Species n date code
(samples) n (month) date (year) ctor (Voucher)
muscifor
mis

[Into collection date, in red indicate a high UVR period and in blue a low UVR period; Sample
dried under the sun and froze (a); Samples dried under the sun and preserved without
freezing (b). Dayan Vargas (DV), Helena Benavides (HB), Jessica Gonzalez (JG-T),
Mariana Luna (ML), Ménica Puyana (MP), Vanessa Urrea-Victoria (VU-V); *In process of
being herbarized].

Pilot Semi-Closed Cultivation of Hypnea musciformis

The cultivation of H. musciformis was conducted at the Aquaculture Laboratory of Jorge
Tadeo Lozano University (UJTL), Santa Marta campus (Figure 1). The first attempt of
cultivation took place in 2022 and the second in 2023, with each cycle lasting three months
(from September to November). The algae used for cultivation were collected from Punta la
Loma, a rocky mid-littoral zone near the beaches around Simén Bolivar Airport in Santa
Marta. Sampling was performed by manually detaching the entire thalli from their natural
growth substrate, ensuring minimal disturbance to the specimens. The collected thalli were
transported to the laboratory, where they were cleaned and acclimatized to laboratory
conditions for 7 days without the addition of nutrients.

The algae were cultivated in four 200 L capacity tanks, where polypropylene ropes, LED
lights, and a series of polypropylene baskets within mesh nets were suspended from the
ropes (Figure 2). Two different growth substrates were tested within the baskets: coral
skeleton (Coral Substrate, SC) and polypropylene mesh (Mesh Substrate, SM).

Seawater for the cultures was provided by Mundo Marino Acuario (Santa Marta,
Magdalena), and it was treated in the laboratory with Stability® Seachem® and filtered
through mechanical filters and biofilters. Following the planting of the H. musciformis thalli,
a modified von Stosch medium (26) (substituting sodium B-glycerophosphate with sodium
nitrate) was added to the cultures.

The cultures were maintained under a 12-hour photoperiod with constant aeration, the
addition of enriched von Stosch medium, a 20% water volume replacement, and the
laboratory temperature was maintained at 24°C. Every 12 hours, physicochemical
parameters of the water were measured, including pH (MultiTest® Marine pH & Alkalinity
Seachem® kit), temperature (mercury thermometer -10/150°C), and salinity (pocket
refractometer and ATAGO® PAL-06S saltwater refractometer, ATAGO®) for each tank or
experimental unit.

In the 2022 cultivation, white LED lights with a theoretical Photosynthetically Active
Radiation (PAR) of 30 pmol.m™.s™ were used, and four different sodium nitrate
concentrations were tested: 0, 5, 15 and 25 mM. In the 2023 cultivation, two sodium nitrate
concentrations were tested: 5 mM and 15 mM, along with two types of LED lights (white and
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white with blue), both providing a theoretical PAR of 106 pmol.m™2.s™". Two tanks with
different sodium nitrate concentrations were illuminated with white LED lights, while the
other two tanks were illuminated with white and blue LED lights (Figure 2).

Raceway 1 Raceway 2 Raceway 3 Raceway 4

mix of blue and white LED light white LED light
| MNaNOsj=5mM | | [NaNOsJ=15mM | [NaNOs] = 5 mM [NaNOs] = 15 mM

Figure 2. Pilot semi-closed cultivation system for Hypnea musciformis developed in Santa
Marta, 2023. (Design and photographs by Dayan Vargas)

The samples were harvested in partial collections (every 8 days) randomly, and a full harvest
(complete collection) was carried out between 15 and 30 days after planting or replanting.
The harvested thalli were observed, cleaned, and weighed before being preserved in plastic
bags at -16°C and sent to Bogota. There, the biomass was stored at -20°C. The samples
were then lyophilized and analyzed according to the details outlined in Table SM1.

Extraction and Analysis of MAAs

The extraction and quantification of MAAs were performed according to the method
described by Urrea-Victoria (22), which was validated following the guidelines set by ICH
(2015) (27). In brief, 5 mg of dried algal biomass was mixed with 1 mL of acidified water
(0.25% formic acid and 20 mM ammonium formate) and subjected to ultrasonic treatment
for 15 minutes (Elmasonic Easy 30H, ElIma). The sample was then centrifuged at 6000 rpm
(HERMLE Z206A), and the supernatant was filtered through a 0.22 ym PTFE filter. The
filtrate was collected into an HPLC vial and stored at -18°C in a freezer. The polar extracts
were then analyzed using a Shimadzu Nexera X2 UHPLC chromatograph (Japan), coupled
with a diode array detector (DAD-SPD M240). The mobile phase consisted of (A) water with
0.25% formic acid and 20 mM ammonium formate, and (B) acetonitrile. The analysis started
in isocratic mode, with 100% (A) for 3 minutes, followed by a gradient to 95% (A) over 4
minutes, and then to 50% (A) over 1 minute. The system was then returned to 100% (A) for
3 minutes and equilibrated for 7 minutes before the next injection. The total analysis time
was 15 minutes, with an injection volume of 5 uL. The column temperature was maintained
at 25°C, and the flow rate was set to 0.3 mL.min"'. The detection wavelengths were set at
310 nm, 320 nm, 334 nm, and 360 nm.

Identification of MAAs
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The identification of MAAs was carried out using two key parameters: the UV spectrum and
the MS/MS spectrum of each chromatographic peak, along with the retention time, which
was compared with reference standards. Mass spectra were obtained using a Shimadzu
Nexera X2 UHPLC system (Japan) coupled with a qTOF-MS detector. The mass
spectrometer (MS) was operated in positive ion mode, with a nitrogen gas temperature set
to 350°C and a flow rate of 10 mL.min"". The nebulizer pressure was set at 45 psi, the sheath
gas temperature was 300°C, with a flow rate of 12 mL.min"". The capillary voltage was set
at 3500 V, and the nozzle voltage was 500 V. The analysis of the MAAs was performed in
Multiple Reaction Monitoring (MRM) mode for the target MAAs, complemented by a full scan
analysis (DIA mode) to verify the presence of other potential MAAs.

MAAs Quantification

A standard solution of P-334, isolated in-house by Urrea-Victoria, was used as a control.
Quantification of the standard pattern isolate, Porphyra-334 (P-334), was performed using
the calibration curve developed by Urrea-Victoria (22) (Y = 33276x + 13308; R? = 0.9995;
LOQ: 0.1460 pg.mL™"; LOD: 0.0438 ug.mL™"). The results were expressed as milligrams of
mycosporine-like amino acids (MAAs) per gram of dry weight (DW) of the algae. The
concentrations of shinorine, palythine, and asterine-330 were calculated using the same
equation. The areas for the quantification of shinorine, palythine, and asterine were
determined at their respective maximum absorption wavelengths and corrected using their
molar extinction coefficients (¢): shinorine (332 nm) = 44,668 M~".cm™, palythine (320 nm)
= 36,200 M~".cm™, and asterine-330 (330 nm) = 43,800 M~".cm™, relative to the extinction
coefficient of porphyra-334 (334 nm = 42,300 M~".cm™).

Results
MAAs profiling in wild-type of Hypnea from the Colombian Caribbean

The species Hypnea musciformis was the most frequently encountered in the regions of the
Colombian Caribbean explored in this study (Santa Marta, Providencia, La Guajira, and San
Andrés), aligning with its extensive global distribution (28). Additionally, samples of H.
valentiae Montagne, H. cervicornis Agardh, H. spinella J.Agardh, and H. cf. caraibica Nauer,
Cassano & Oliveira were collected in La Guaijira, along with four other samples whose
taxonomic identities remain undetermined. These unidentified samples appear to represent
different species, distinct from those mentioned above.

The collected samples were analyzed for MAAs content by HPLC-DAD and HPLC-MS/MS.
The results showed that most samples contained one predominant MAA (shinorine) and
three minor MAAs (palythine, asterine-330, and porphyra-334), along with the relatively rare
MAA, mycosporine-glycine-glutamic acid (MGA-Gly) (Figure 3). Identification of these MAAs
was achieved through comparisons of retention times with standards, UV absorption
maxima, and MS/MS spectral data. The observed values were cross-referenced with
existing literature, leading to the identification of five MAAs, summarized in Table SM2.
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Figure 3. Identified and prevalence distribution of MAAs in Hypnea spp. samples collected
from the Colombian Caribbean Sea.

Notably, no MAAs were detected in samples of H. cervicornis and H. spinella. In the case of
H. valentiae, although MAAs were present, their concentration was too low to be quantified.
Among the analyzed samples, Hypnea sp. 3 from La Guajira exhibited two MAAs with similar
abundances: shinorine and porphyra-334.

The quantification of MAAs was conducted on two Hypnea species (H. musciformis and H.
cf. caraibica) and four unidentified samples (Hypnea sp.1 to Hypnea sp.4) (Table 2). Total
MAA content for H. cf. caraibica ranged between 3.27 and 4.60 mg.g™" DW. Other Hypnea
samples exhibited the following concentrations: Hypnea sp.1 (3.04 mg.g™ DW), Hypnea
sp.2 (2.85 mg.g™" DW), Hypnea sp.3 (1.69 mg.g™' DW), and Hypnea sp.4 (2.81 mg.g™' DW).
According to Sun et al. (2020), species within the Gigartinales order are classified as high
MAA producers, with reported values ranging from 2 to 20 mg.g™ DW (12).

Table 2. Quantification of MAAs in Environmental Samples of Hypnea spp. collected from
the Colombian Caribbean. (*, No detected, indicating that MAAs were not detected as they
were below the detection limit; **,"Traces" refers to the detection of a specific MAA, but it
could not be quantified as it was found below the quantification limit).
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4

Location Collgetion Shinorine Palythine Asterine _ Porphyra-334 | Total MAAs
"""""" date (v588) || (o oipwy | (@22 DW)  (ngg!DW) | (meg!DW) | (mzg’!DW)
(i (cur) -1 p -
Santa Marta, Magdalena 2022 1.46 * * * 1.46 mimimum
2022 1.92 o * e 1.92
2022 1.75 ok * ok 1.75 masimum
Santa Marta, Magdalena 2023 6.22 o * A 6.22
Providencia 2021 0.03 0.09 0.01 0.01 0.13
Musichi. La Guajira 2021 e ! i ! ek
Cabo de la Vela, La Guajira 2021 i i
Cabo de la Vela, La Guajira 2021 i ;
Cabo de la Vela, La Guajira 2021 i ' i ' !
Riohacha, La Guajira 2022 4.48 0.01 0.02 0.09 4.60
2022 3.01 0.13 0.03 0.10 3.27
Riohacha, La Guajira 2022 2.94 0.02 ' 0.06 3.04
El Pajaro, La Guajira 2022 0.40 0.11 0.09 0.68 1.27
El Pajaro. La Guajira 2022 2.58 0.04 0.03 0.20 2.85
El Pajaro, La Guajira 2022 1.15 0.10 0.04 0.39 1.69
Riohacha, La Guajira 2022 2.73 0.01 0.01 0.05 2.81
San Andrés 2022 0.15 0.03 ' 0.08 0.26

In contrast, H. musciformis samples collected in Colombia exhibited lower MAA levels,
ranging from 0.13 to 1.92 mg.g™" DW, which is relatively low for Gigartinales (28). However,
a noteworthy exception was the H. musciformis sample Wt-0903-23 from Santa Marta
(2023), which recorded the highest total MAA content in this study (6.22 mg-g™' DW). This
sample was subsequently selected for cultivation studies (vide ulfra). The lowest
concentrations were observed in samples from Providencia and La Guajira, particularly
those dried under the sun and stored without freezing. Interestingly, quantifiable MAA
content was also found in H. musciformis samples from open-sea cultivation in Providencia
(2019), despite prolonged storage and sun-drying, underscoring the high stability of MAAs
(7). This highlights the potential of drift samples as sources for MAAs.

MAAs profiling in cultured samples of Hypnea musciformis

In this study, variations in nitrogen concentration (as nitrates) and the type of incident light
into pilot semi-closed systems were evaluated. Despite implementing filtration controls for
the water supply to the cultivation raceway, contamination with diatoms was observed after
two weeks during the 2022 cultivation, while the second cultivation exhibited the presence
of green macroalgae after three weeks (Figure SM1). In the first partial harvest of 2022,
conducted after eight days, effective control of external cultivation variables was achieved,
resulting in the highest daily growth rate (DGR) of 6.96% + 2.44 under the 15 mM nitrate
treatment. The thalli demonstrated a positive response, displaying visual improvements
such as increased brightness, thickness, reddish pigmentation, and the presence of tendrils.
Qualitatively, the coral substrate (CS) outperformed the mesh substrate (MS), facilitating
stronger attachment, reduced fragmentation, and a higher growth rate. No significant
differences in growth were observed between the two light systems assayed during the 2023
harvest.

Regarding the profiling of MAAs in cultivation samples, no additional MAAs were identified,
nor were higher shinorine concentrations observed in samples from CS compared to MS. A
progressive decline in the abundance of MAAs was noted over time in both the 2022 and
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2023 cultivations, relative to the environmental and acclimated samples (Table SM3). By
the end of the cultivation period, MAA levels had diminished to trace amounts, despite the
2023 cultivation beginning with an MAA hyperproducing strain.

Discussion

Colombia is a significant reservoir of marine organisms and bioactive marine compounds;
however, its marine algae, particularly red algae, remain understudied (29). This paper aims
to highlight the abundant red algae of the Hypnea genus as a potential source of bioactive
compounds. Hypnea is a genus of macroalgae belonging to the order Gigartinales. This
genus is distributed worldwide across temperate, tropical, and subtropical regions, with 61
accepted species as of 2020 (28).The Atlantic Ocean hosts the highest number of reported
species, followed by the Pacific and Indian Oceans. The species with the broadest
geographical distribution is Hypnea musciformis, which has been reported in the three
oceans and in 70 countries (28). In Colombia, species such as H. musciformis, H.
cervicornis, H. spinella, and H. cornuta have been reported in Santa Marta and Cartagena
(30). Additionally, H. valentiae has also been documented (31).

Shinorine, the most abundant and widespread MAA in macroalgae from the order
Gigartinales (12), was the primary MAA detected across all analyzed Hypnea species, even
in unidentified Hypnea species (Hypnea sp.1 to Hypnea sp. 4). Additionally, the presence of
other minor MAAs relative to shinorine was observed, including palythine, asterine-330, and
porphyra-334. Notably, the rare MAA mycosporine-glycine-glutamic acid (MGA-Gly) was
detected exclusively in certain H. musciformis samples. In the literature, there are reports
for Hypnea species with high content of shinorine, and others where palythinol and asterine
may dominate under certain conditions, including in H. musciformis cultivated in IMTA
(Integrated Multi-Trophic Aquaculture) systems (10) or collected from natural environments
(20).

The concentration of shinorine, and MAAs in general, found in Hypnea spp. samples from
the Colombian Caribbean are lower than that reported for Gracilaria spp. (which can reach
up to 8.98 mg.g™' DW) or Bryocladia spp. (which can reach up to 10.39 mg.g™ DW), algae
sample also found in Colombia (21,22). Even more, this value is even lower than that
observed in highly cultivated species worldwide, such as certain Pyropia dentata (which can
reach up to 31.28 mg.g™ DW) (32). Shinorine holds substantial potential for the cosmetic
industry due to its strong antioxidant properties and anti-inflammatory effects following UV
exposure. It is also a key component of Porphyra umbilicalis extracts used in commercial
sunscreen formulations such as Helionori® and Helioguard®, which have demonstrated
efficacy in reducing DNA damage from UV-A radiation and providing anti-aging benefits.
These benefits include antioxidant activity, inhibition of collagenase enzyme activity, and
protection of cellular lipids (3).

A comparative study in Brazil reported MAA concentrations in H. musciformis from four
subregions. The Northeastern subregion, most similar to Colombian conditions, showed the
lowest MAA content (0.2 mg.g™ DW), with asterine as the predominant MAA. Higher
concentrations were recorded in the Southeastern (0.9 mg.g™' DW, asterine-dominant) and
Southern subregions (2.5 mg.g™' DW, shinorine-dominant), with elevated MAA levels
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attributed to stronger upwelling of nutrient-rich waters (20). Colombian samples generally
exhibited higher MAA levels than those from Brazil's Northeastern subregion and were
qualitatively and quantitatively more comparable to samples from the Southern subregion,
likely due to similar upwelling phenomena observed in Santa Marta.

On the other hand, Hypnea musciformis has been cultivated globally due to its significance
as a source of polysaccharides (17,33). In Colombia, two open-sea cultivation trials of H.
musciformis have been reported: one in La Guaijira (34) and another in Magdalena (19).
These studies primarily focused on evaluating the viability of the cultures, with the latter also
assessing carrageenan production. Open-sea cultivation systems are considered cost-
effective, as they utilize natural resources such as nutrients, sunlight, and salinity. However,
these systems are highly vulnerable to environmental factors, including wind, waves, and
tides. Additionally, biomass production is often compromised by the presence of epiphytic
organisms (both flora and fauna) that either deposit on or consume the algae, thereby
reducing yields (35). In contrast, laboratory cultivation offers greater control over these
adverse conditions but requires substantial infrastructure investment.

Here, this study presents the first implementation of a semi-closed laboratory cultivation
system for H. musciformis in Colombia. Our results showed that algae can survive in these
conditions, but semi-closed cultured samples showed MAAs content is lower than wild type
samples. This trend is consistent with findings by Figueroa (2011), who reported a similar
reduction in MAA production over time in both indoor and outdoor cultures of Hydropuntia
cornea (Rhodophyta) (36) .

Previous studies have indicated that MAA production is influenced by factors such as
nitrogen availability, the incidence of PAR, UVR, and a range of other variables, making this
process complex and flexible in its establishment (10,37). The light intensity in the system
used in this study may have been lower than anticipated due to the presence of
polypropylene ropes, baskets, and meshes, as well as water bubbling and the formation of
precipitates in the enriched culture medium. Additionally, as the cultivation was conducted
under artificial light in the laboratory, there was no exposure to UVR, which would have
otherwise prompted the production of these compounds. This finding aligns with a study
conducted by Briani et al., (20) along the Brazilian coast, which demonstrated that UVR is
the primary factor affecting MAA concentration, outweighing other factors such as nutrient
availability and water pH.

Conclusions

The study of MAAs in Hypnea species from the Colombian Caribbean highlights their
potential in the cosmetic industry, particularly as natural sunscreens. Although the
concentrations are lower than in other commercial macroalgae, the presence and diversity
of MAAs in both natural and cultivated conditions demonstrate their viability. Semi-closed
cultivation of H. musciformis shows that mariculture can be developed in Colombia, though
environmental conditions need optimization to improve production. This work opens
opportunities for the sustainable production of bioactive compounds with commercial and
environmental applications.
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Supplementary material

Figure SM1. Photographs of Hypnea musciformis samples from the first partial harvest,

showing thalli in a bright and healthy condition: A) Coral Substrate and B) Mesh Substrate.

Images of system contamination with C) diatoms and D) green macroalgae.
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Table SM1. Harvested samples of Hypnea musciformis cultivated in a pilot semi-closed

system in Santa Marta used for MAA analysis.

First trial (2022) with white light and varying nitrate concentrations

Wild
Acclimated .
Type Sample 0mM 5mM 15mM | 25 mm. | Observation
sample
15-p1-
0-p1-22 | 5.p1.22 22 25-p1-22
Replicat Replicat Replicate | Partial Harvest 1
s 1-3 es 1-3 Replica ss1-3
tes 1-3
Wit-2809-
A-Wt-2809-22
22
0-k1-22 15-k1-
5-k1-22 25-k1-22
Replicat 22
Replicat . Replicate Full Harvest 1
es 1-3 Replica
es 1-3 s 1-3
tes 1-3

Second trial (2023) with white and white/blue light and varying nitrate concentrations

Acclimated
Type Observation
sample | o2l White | white/bl | White | white/blu

light ue light | light e light

A-Wt-0309-23-

R1
Wt-0309- 5-B-23 | 5-AB-23 | 15-B-23 | 15-AB-23 | Full Harvest 1
23

A-Wt-0309-23- | Replicat | Replicat | Replica | Replicate

R2 es 1-3 |[es 1-3 [tes1-3 |s1-3

128




Table SM2. Identified MAAs in Hypnea spp. samples.

tr UV Amax MS/MS
MAAs [M+H]* Samples/species

(min) | (max) (11121 [3][4]

Hypnea

musciformis

Hypnea valentiae

137: 182; 186; | Hypnea cf.

_ . . i
Shinorine 1.59 334nm | 333.1267 |187; 197; 211; | caraibica

230; 255; 265; | Hypnea sp.1

300
Hypnea sp.2

Hypnea sp.3

Hypnea sp.4

Hypnea

musciformis

Hypnea cf.
137;150; 186 | caraibica

Palythine 1.90 320 nm | 245.1130 Hypnea sp.1

Hypnea sp.2
Hypnea sp.3

Hypnea sp.4

Hypnea

Asterine-330 2.26 330 nm | 289.1386 186: 230; 274 musciformis

Hypnea cf.
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tr UV A MS/MS
MAAs ] [M+H]* Samples/species
(min) | (max) [112] [3](4]

caraibica
Hypnea sp.2
Hypnea sp.3

Hypnea sp.4

Hypnea

musciformis
Hypnea valentiae

Hypnea cf.
137; 168; 186;
227, 244; 288;
303 Hypnea sp.1

b
Porphyra-334 |2.77 |334nm |347.1444 caraibica
Hypnea sp.2
Hypnea sp.3

Hypnea sp.4

Mycosporine-
Glycine- Hypnea

Glutamic Acid | 424 |330nm |375.0070 | o 10 192 | musciformis
(MGA-Gly) 228; 258; 331
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Table SM3. Quantification of MAAs in harvest samples of Hypnea musciformis cultivated in

a pilot semi-closed system in Santa Marta.

First trial (2022) with white light and variation in nitrate concentration.

MAAs (mg.g' DW)

Typo  osf shinorina | palythina | asterine- porphyra- Total
Sample code
sample UV Anax= [ UV Amax= | 330 334 MAAs
333 nm 320 nm UV Anax= UV Amax= | (Mmg.g™!
330 nm 334 nm DW)
Wild type Wt-2809-22 1,46 0,00 0,00 0,00 1,46
Acclimated | A-Wt-2809-22 1,43 0,00 0,01 0,00 1,44
sample
Assays
OmM, 5mM,
15mM. 25mM In all cases, only trace amounts of MAAs were detected.
Partial harvest 1
Cultured
Assays
sample
OmM, 5mM,
15mM. 25mM In all cases, only trace amounts of MAAs were detected.
Full harvest 1
Second trial (2023) with white light and white/blue light, and variation in nitrate concentration.
Wild type Wt-0309-23 6.22 0,00 0,00 0,00 6.22
Acclimated | A-Wt-0309-23- 1,75 0,00 0,00 0,00 1,75
sample R1
Assay
Cultured 5mM, 15mM, and
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sample

white LED light
5mM, 15mM, and
blue and white

LED light

Full harvest 1

In some cases, just trace amounts of MAAs were detected.
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