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1 Resumen

Actualmente el desarrollo de distintas estrategias, como la Acuicultura Multitrofica
Integrada en Sistemas de Recirculacion de Agua (AMTI-RAS), son esenciales para
mitigar el impacto ambiental de la eutrofizacion de los ecosistemas ocasionado por la
masificacion e intensificacion del sector acuicola. Un pilar fundamental en estos
sistemas AMTI-RAS son los cultivos de macroalgas, destacando entre ellos el de las
especies de Ulva Linnaeus. El presente estudio tiene como objetivo principal conocer la
concentracion optima de nitrato y fosfato en las cuales Ulva ohnoi presenta una mayor
tasa de crecimiento y eficiencia biofiltradora. Esta especie fue seleccionada para su
estudio por ser entre las de la Peninsula Ibérica la de mayor potencial para su aplicacién

como biofiltro en sistemas AMTI-RAS.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que en las tasas de crecimiento existe
una relacion lineal negativa con el aumento de la concentracién de fosfato, una
interaccidn entre esta ultima y el comportamiento parabélico de la concentracion de
nitrato y un efecto debido al periodo concreto en que se realizan las experiencias. Por
otro lado, se observd que las tasas de asimilacion, la eficiencia de biofiltracion, la
composicion quimica en carbono, nitrogeno, hidrogeno y proteinas y la relacién
carbono/nitrogeno de la biomasa final varian en funcion de la concentracion de nitratos
y fosfatos del medio. En las mayores concentraciones de nitratos y fosfatos estudiadas
se observé una paulatina pérdida de la consistencia de las laminas que concluye con su

fragmentacion masiva.

Por todo ello se concluye que las mayores tasas de crecimiento se dieron a
concentraciones intermedias de nitrato y fosfato y que el exceso de este nutriente ejerce
un ligero efecto tdxico, atenuado parcialmente en condiciones Optimas de nitrato. Por
todo ello se concluye también que la relacion nitrato/fosfato no va a ser un factor
limitante para el cultivo de esta especie. Futuras investigaciones deberan concluir las
causas de la variacion en la tasa de crecimiento entre distintos periodos de cultivo y
confirmar la hipétesis de que la fragmentacion de los individuos bajo condiciones

extremas de nutrientes pueda ser parte de un mecanismo de propagacion vegetativa.



2 Introduccion

La acuicultura es el sector de produccion alimentaria con mayor crecimiento debido a la
creciente demanda de pescado y productos pesqueros (FAO, 2016). El répido
crecimiento de la acuicultura intensiva acarrear impactos adversos sobre el medio
ambiente, como la eutrofizacion de los ecosistemas (Troell et al., 1999). La acuicultura,
entre otras actividades productivas, estd incrementado la concentracién de distintos
nutrientes en las zonas costeras, provocando un aumento de la eutrofizacion y a la
aparicion de “mareas verdes” o “blooms” de fitoplancton que desestabilizan los
ecosistemas naturales e interfieren con otras actividades humanas (Troell et al., 1999;
Lining & Pang 2003; Bartoli et al., 2005; Marinho et al., 2013; Liu et al., 2013;
Macchiavello & Bulboa 2014). Por ello es crucial aplicar nuevas estrategias como los
sistemas de acuicultura multitréfica integrada (AMTI) para lograr que la industria
acuicola sea, tanto ambiental como socioecondmicamente, sostenible (Hernandez et al.,
2005; Nobre et al., 2010; Guerrero & Cremades 2012). Por lo tanto, el desarrollo de una
acuicultura eficiente es un factor fundamental para asegurar el futuro de esta industria
(Neori et al., 2004), siendo fundamental aplicar mejoras biotecnoldgicas que mitiguen

los efectos negativos de la acuicultura intensiva (Troell et al., 1999; Zhang et al., 2016).

En los ecosistemas marinos y dulceacuicolas los protistas autétrofos (algas) son uno de
los mayores bioacumuladores de nutrientes inorganicos (principalmente nitratos y
fosfatos) causantes de la eutrofizacion. En sistemas de AMTI las algas, como
productores primarios, tienen la capacidad de fijar con su desarrollo estos compuestos y
mejorar la calidad de las aguas provenientes del cultivo de otros organismos propios de
niveles troficos superiores, reduciendo el impacto ambiental producido por los efluentes
que llegan al ecosistema (Kang et al., 2013); es decir, la integracion de organismos,
ademas de diversificar la acuicultura, puede reducir sustancialmente el impacto

medioambiental.

Un efluente acuicola potencial para el cultivo de macroalgas tiene unas caracteristicas
predeterminadas dificiles de modificar. Estas podrian ser, en algunos casos, limitantes
para el cultivo de determinadas especies. Por ello, es importante saber la influencia que
tiene en el cultivo de macroalga las concentraciones de nitrogeno (especialmente NOs) y

fosfatos, incluyendo, la interaccion de ambos. Estos estudios son fundamentales para



poder desarrollar biofiltros (cultivos de macroalgas) eficientes y rentables. Teniendo
esto en cuenta, es fundamental la seleccidn apropiada de los géneros/especies de algas a
utilizar (Neori et al., 2004; Lawton et al., 2013), y conocer los requerimientos

nutricionales para su cultivo (Harrison & Hurd, 2001).

Numerosos estudios (Neori et al., 1991; Neori, 1996; Mwandya et al., 1999; Schuenhoff
et al., 2003; Luning & Pang, 2003; Wang et al., 2007; Bolton et al,. 2009; Cruz-Suarez
et al., 2010; Nobre et al,. 2010; Van Khoi & Fotedar, 2011; Thi et al., 2012; Luo et al.,
2012; Macchiavello & Bulboa, 2014; Castelar et al., 2015; Silva et al., 2015) indican
que las especies del género Ulva Linnaeus son ideales para la biofiltracion de los
efluentes acuicolas e inclusion en los sistemas de AMTI, tanto en sistemas abiertos
como de recirculacion de agua (RAS). Esto se debe a que las especies de este género: i)
son eurohalinas, ii) toleran altas concentraciones de nutrientes, iii) muestran una alta
tasa de crecimiento y eficiencia biofiltradora y iv) son facilmente cultivables por
sencillas técnicas de propagacion vegetativa. Pero no solo es interesante el uso de las
especies de Ulva en sistemas de AMTI por su capacidad de biofiltracion, también lo son
por el valor y potencialidad de uso de la biomasa obtenida en: i) la alimentacion
humana, debido a su alto contenido en proteinas, carbohidratos, fibra, vitaminas,
minerales, compuestos bioactivos (antioxidantes, antibacteriales, antivirales,
anticancerigenos, etc.) y bajo en lipidos (Plaza et al., 2008), ii) la alimentacion en
acuicultura, lo que permite formular piensos menos grasos y con tasas de aceptacion
mas altas (Valente et al., 2006; Vizcaino et al., 2015), iii) la creacion de nuevos
materiales como biocauchos (Carrasco, 2008) o iv) la generacién de biocombustibles
(Montingelli et al., 2015); entre otras aplicaciones. En los sistemas de recirculacion de
agua pueden tener ademas un importante papel en la reduccién de costes operacionales

debido a una mayor reutilizacion del agua.

El equipo de investigacion en Biologia Costera (BioCost) de la Universidad de A
Corufia lleva ya varios afios trabajando dentro del proyecto de investigacion
“IntegRAS”: “Optimizacion del disefio y manejo de sistemas de cultivo multitroficos en
recirculacion peces-macroalgas (AGL2013-41868-R)”, financiado por el Plan Estatal de
Investigacion Cientifica y Técnica y de Innovacion 2013-2016 (MINECO), en la
optimizacion del cultivo de distintas especies de Ulva para su integracion en cultivos de
lenguado (Solea senegalensis) en sistemas en tierra con recirculacion de agua (IMTA-

RAS). Estos estudios han concluido que por razones tanto de productividad, capacidad
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de biofiltracion y valor de la biomasa obtenida la especie Ulva ohnoi Hiraoka &
Shimada es la idénea para su uso como biofiltro en estos sistemas (Casais & Couce,
2016) por lo que este trabajo pretende profundizar en algunos aspectos del cultivo de

esta especie con vistas a su futura optimizacion.

3 Objetivo

El objetivo principal de este estudio es conocer el efecto que tienen las distintas
concentraciones de nitratos y fosfatos en el crecimiento, la capacidad biofiltradora y la
calidad de la biomasa de Ulva ohnoi Hiraoka & Shimada para determinar las
concentraciones Optimas de estos macronutrientes en un cultivo en sistema AMTI en

recirculacion.

4 Material y métodos

4.1 La especie estudiada

La especie utilizada para el estudio fue Ulva ohnoi Hiraoka & Shimada (Ulvales,
Chlorophyta). Se trata de una especie con distribucion meridional (aguas calidas y alta
intensidad luminica), que se caracteriza por presentar talos laminares diestromaticos de
color verde brillante con brillo metélico y de forma orbicular, ovada u obovada, en
ocasiones irregular, que se fijan al sustrato mediante un pequefio disco. El grosor de la
lamina varia entre 30 y 55 um en la zona apical-media y entre 80 y 90 um en la zona
basal. La lamina suele presentar margenes lisos, en ocasiones con pequefias
protuberancias originadas por grandes células voluminosas o, incluso, prolongaciones
celulares macroscopicas a modo de dientes o espinas romas. En vision superficial las
células son poligonales o cuadrangulares con 1 a 3 pirenoides por célula (Hiraoka et al.,
2004).

La identificacion de la especie se realizd en base a sus caracteristicas morfologicas y
moleculares (rbcL bardcode). Este analisis molecular imprescindible para confirmar la
correcta identificacion especifica fue realizado por la empresa spin-off de la UDC
AllGenetics ubicada en el Centro de Investigaciones Cientificas Avanzadas (CICA),

donde este estudio fue también llevado a cabo.
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Figura 1: Ejemplar silvestre de Ulva ohnoi (San Fernando, Cadiz).

4.2 Determinacion de la tasa de crecimiento, la tasa de asimilacion y la
eficiencia de biofiltracion

- El célculo de la tasa de crecimiento (% d™) se realiz6 mediante la ecuacién:

Tasa de crecimiento = [100 x Ln (peso humedo final/peso himedo inicial)] / tiempo

El peso humedo se determind mediante una bascula de precision RadWag Ps600.R2.
Antes del pesado se sec6 la biomasa con papel de filtro para retirar la pelicula de agua
de la superficie del talo.

-La tasa de asimilacion (mg I t) se calculé mediante la ecuacién:
Tasa de asimilacion (RR) = (concentracién inicial — concentracion final) / tiempo
- La eficiencia de biofiltracion (%) se calculé mediante la ecuacion:

Eficiencia de biofiltracion (RE) = [(conc. inicial — conc. final) / conc inicial] x 100



4.3 Determinacion de nitratos y fosfatos

El andlisis de nitratos (N) y fosfatos (P) se realiz6 con un espectrofotometro HP 8433
UV-Visible.

Para la determinacion de los nitratos se uso el método APHA (1992). Este método se

basa en la lectura de absorbancia del i6n nitrato a 220 nm.

Para la determinacion del fosfato se us6 el método de Grasshoff et al., (1999), método
colorimétrico que se basa en la reduccién y unién del molibdeno y fosfato, y su lectura
de absorbancia a 880 nm.

Todas las muestras fueron filtradas a 45 um antes de su analisis.

Figura 2: Espectrofotdmetro (izquierda); Instrumental para la determinacion de fosfato (derecha).

4.4 Composicion quimica de carbono, nitrégeno, hidrégeno, proteinas y
relacion carbono/nitrégeno

Los analisis de composicion quimica se realizaron a partir de la biomasa obtenida en las
distintas condiciones experimentales al final de la experiencia. La biomasa se seco 24
horas a 45 °C. Posteriormente se homogenizé la biomasa para obtener una muestra
media representativa de la misma. Los andlisis fueron realizados por la Unidad de
Anélisis Elemental de los SAI de la UDC.

Para la determinacion del contenido en proteinas se empled el siguiente factor de
conversion (Angell et al., 2016):

Proteinas (%) = % N x 6,25



4.5 Medios de cultivo

El medio de cultivo del stock consistié en agua de mar enriquecida con 20 partes por
millén (ppm) de nitrato (NaNOgs), 0,5 ppm de fosfato (NaH,PQO,) y oligoelementos
(Tabla 1):

Tabla 1. Composicion quimica de la solucion de oligoelementos.

I-l

9
Na,EDTA.2H,0O 14
Fe(NH,4)2(S0O4),.6H,0 14
MnSO,.4H,0 1,6
FeCl3.6H,0 05
ZnS0,4.7H,0 0,2
C0S0,4.7H,0 0,05
NaOH (para evitar formacion de precipitados) 2 perlas

Los medios de cultivo utilizados para las experiencias bifactoriales en camara
consistieron en agua marina artificial preparada con agua dulce filtrada a 20 um y la
correspondiente cantidad de sales comerciales Instant Ocean® usadas en acuariologia
marina, hasta una salinidad final de 34%.. Las concentraciones utilizadas se resumen en
latabla 2 (4.7.1).

4.6 Cultivo stock

El stock de U. ohnoi utilizado para las experiencias se mantuvo en suspension en 100 |
de medio de cultivo en un tanque de 180 | (Figura 3), con aireacién constante,
temperatura de 18 + 1,5 °C y con ciclo de luz:oscuridad 12:12 horas. La salinidad se

mantuvo a 34%., compensando las pérdidas de evaporizacién con agua dulce.



Figura 3: Tanque de cultivo del stock de Ulva ohnoi usado en las experiencias.

4.7 Diseio experimental

4.7.1 Disefio de la experiencia bifactorial

Todas las experiencias bifactoriales para el estudio de la influencia de los niveles de N y
P en el desarrollo de U. ohnoi se realizaron utilizando placas de seis pocillos para
cultivos celulares marca Falcon de 10 ml mantenidas en una camara de cultivo Liebherr
a una temperatura de 18 + 0.2 °C, iluminacién de 300 + 20 pmol-m™-s™, mediante
paneles led Samsung VT-1422 (6.400 °K), fotoperiodo luz:oscuridad de 12:12 y una
agitacion de 50 rpm mediante un agitador Skyline shaker Dos-20L.

Como material de partida en todas las experiencias se usaron 24 discos de 2 cm de
didmetro de laminas de ejemplares de U. ohnoi procedentes del stock. Estos discos
fueron obtenidos mediante la perforacion de la lamina de los ejemplares con un
sacabocados de ese diametro. Los discos fueron pesados en fresco (tras su secado por
contacto con papel de filtro) y sometidos a un periodo de aclimatacion de 72 h bajo las
mismas condiciones de nutrientes que el stock y sin renovacion del medio. Después de
este periodo de aclimatacion los discos se volvian a pesar para seleccionar los 12 discos
mas parecidos en peso que serian los usados en las experiencias bifactoriales. Esta
forma de proceder tuvo por objeto disminuir en la medida de lo posible la variabilidad
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de la tasa de crecimiento de los discos debida a la zona de la lamina y ejemplar de
procedencia o la propia variabilidad interindividual. Para comenzar las experiencias se

procedia a recortar los discos seleccionados nuevamente al tamafio de 2 cm de didmetro.

Figura 4: Placas de cultivo en la cdmara de incubacion durante una de las experiencias.

El estudio de los efectos de la concentracién de nitrato y fosfato sobre el cultivo de U.
ohnoi se realiz6 mediante un plan bifactorial ortogonal, estableciéndose una matriz de
nueve combinaciones (niveles). Este disefio experimental posibilité estudiar los efectos
principales y las posibles interacciones de los factores de estudio.

El disefio de la matriz se resume en la tabla 2. Se dispuso una réplica para todos los
niveles (n = 1) a excepcion del centro de la matriz, en el cual se establecié un n = 4,

cuya varianza se asumio como la varianza experimental para los restantes niveles.



Tabla 2: Esquema y codificacién de niveles de la matriz.

Valores
Codigos N (mg ™) P(mgl™

-1 2 0,2

0 42 0,6

1 82 1
Incrementos 1 40 0,4

82/0,2 42/a

42/,"\ ‘42/0,6“‘ 2/06 2/0,2

Figura 5: Distribucion de los niveles experimentales en las placas al inicio y final de una experiencia y
concentraciones (mg I™) de nitrato/fosfato.

La experiencia bifactorial consistio en dos estudios de once dias de duracion, los tres
primeros dias sirvieron para la aclimatacion y seleccion inicial de los discos, mientras
que en los restantes dias se establecieron las condiciones experimentales descritas
anteriormente (Tabla 2), renovandose el medio diariamente. Al igual que en las
experiencias piloto, tras el periodo de aclimatacion se volvieron a recortar los discos
seleccionados a 2 cm. Se determind el peso humedo final y el consumo de nitrato
diariamente, y el contenido de carbono, nitrégeno, hidrogeno y proteinas al final de cada
estudio para todos los niveles.

Todas las muestras fueron congeladas para su posterior analisis.

4.7.2 Disefio de la experiencia de viabilidad de propagulos

Las experiencias anteriores acabaron a los 11 dias de cultivo porque tras ese periodo las

laminas de U. ohnoi, sobre todo en las condiciones extremas, perdian su consistencia y
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se fragmentaban con tanta facilidad que resultaba imposible seguir con la experiencia.
De todas formas se realiz6 un estudio para ver si estos fragmentos podrian seguir siendo
viables en otras condiciones de cultivo por las repercusiones biolégicas o utilidad que

ello podria tener, por ejemplo, para su utilizacion como in6culo de cultivo.

Para ello se cultivaron los fragmentos obtenidos en tres condiciones diferentes de
fragmentacion (baja, media y alta) en botellones de 1 I, en las mismas condiciones de
cultivo en camara: 20 ppm de nitrato, 0.05 ppm de fosfato, oligoelementos vy
fotoperiodo luz:oscuridad 12:12; con una temperatura de 16 °C y aireacién constante. Se

realizd una renovacion del medio a los 20 dias.

Para conocer la tasa de crecimiento medio de los fragmentos se seleccionaron al azar 15
de los fragmentos mas grandes de tres condiciones diferentes de N y P segin la tabla 2:
(-1,-1), (0,0) y (1,1), que fueron pesados al inicio y al final de la experiencia (43 dias)

para el calculo final de su tasa de crecimiento.

4.8 Analisis estadistico

El tratamiento de los datos se realiz6 usando el programa estadistico R version 3.3.3.,
mientras que las gréaficas fueron obtenidas usando los programas R version 3.3.3 y

Microsoft Excel.

Para todos los pardmetros analizados se calcularon las medias y las desviaciones

estandar.

Para el modelo lineal de la experiencia bifactorial se estima los coeficientes de efectos
principales e interaccion para la superficie de respuesta mediante un test-t a un nivel de
significacion del 95 % (p-valor < 0,05). El contraste de regresién del modelo lineal se
realiza mediante tabla ANOVA a un nivel de significacién del 95 % (p-valor < 0,05). Se
estima la variabilidad total explicada por el modelo lineal mediante el coeficiente de
determinacion (R?).

Para el test final y experiencia factorial, la hipdtesis de que la tasa de crecimiento no es
diferente entre las distintas semanas se analiza mediante andlisis de la varianza de una
via (ANOVA) a un nivel de confianza del 95 % (p-valor > 0,05).
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5 Resultados

5.1 Experiencia bifactorial

5.1.1 Tasas de crecimiento

Los resultados de las dos experiencias mostraron que la tasa de crecimiento media
(calculada a partir de todas las tasas de crecimiento de todos los niveles factoriales del
periodo experimental) presentaron diferencias significativas (p-valor < 0,05). Por ello,
se decidié incluir un efecto temporal “periodo” en la elaboracion del modelo lineal
(Figura 6)
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Figura 6: Diagrama de cajas y bigotes de las tasas de crecimiento (% d™) de las dos
experiencias.

Las tasas de crecimiento de las distintas combinaciones factoriales fueron
significativamente distintas (p-valor < 0.05) debido al efecto principal de Ila
concentracion de fosfatos, al efecto interaccion fosfatos-nitratos y al efecto principal

“periodo”’semana, como se indica en el siguiente modelo:

Tasa de crecimiento = 14,23 - 1,56[P] - 4,27[N]*[P] + 4,98 periodo
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Este modelo permitié determinar que: al aumentar la concentracion de fosfato se
produce una ligera reduccion de la tasa de crecimiento de U. ohnoi, mientras que la
interaccion de la concentracion de fosfato y nitratos nos indica que el nitrato muestra
una dinamica parabolica (curva de 6ptimo) reduciendo el efecto negativo del fosfato en
las concentraciones medias (42 mg 1) de nitrato y, como ya se ha expuesto, un
importante efecto debido al periodo concreto en que se realiz6 cada experiencia en la
tasa de crecimiento; explicandose un 85 % de la varianza de la tasa de crecimiento (R? =
0,85).

En la figura 7 se puede ver la superficie de respuesta empleada para estimar el modelo

lineal. Los mayores crecimientos se obtuvieron en el centro de la matriz (0,0).

Figura 7: Gréfica de superficie 3D de la tasa de crecimiento (TC) en % d™ y las distintas concentraciones
de nitratos ([N]) y fosfatos ([P]) en mg I

5.1.2 Tasa de asimilacion (RR) y eficiencia de biofiltracion (RE)

En las siguientes tablas 3 y 4 se puede observar que la mayor tasa de asimilacion de

nitrato fue en los niveles superiores de nitrato (82 mg I™*) y las menores en los niveles
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menores (2 mg I™*), mientras que la mayor eficiencia de biofiltracion fue a las
concentraciones més bajas de nitrato (2 mg I%). En la tabla 4 se muestran las densidades
iniciales y finales que alcanzaron los cultivos en los distintos niveles experimentales.

Tabla 3. Tasas de asimilacién (mg I t*) del nitrato en cada nivel experimental del
estudio bifactorial.

RR
P/N 2 42 82
0,2 1,65 12,80 26,09
0,6 1,67 12,80 +1,83 22,79
1 1,12 17,17 25,03

Tabla 4. Eficiencia de biofiltracién (%) del nitrato y densidades (kg m™) iniciales y finales (pi y pf) en
cada nivel experimental del estudio bifactorial.

RE
pf P /pi N pi 2 pi 42 pi 82
0,2 2,85 2,65 2,75
82,85 30,48 31,81
of 14,5 15,00 15,25
06 | 2,95 2734015 275
83,89 39,32+ 4,35 27,80
pf 13,8 14,98 +0,85 14,30
1 3,05 2,70 2,70
55,97 40,87 30,52
pf 13,1 13,85 11,5

En las figuras 8 y 9 se puede observar la evolucion diaria de la tasa de asimilacion y la
eficiencia de biofiltracién de nitrato en las dos experiencias bifactoriales. Como era de
esperar al aumentar la concentracion de nitrato en el medio, U. ohnoi aumenta su
capacidad de asimilacion, mientras que al reducir las concentraciones de nitrato en el

medio aumenta su eficiencia de biofiltracion.
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5.1.3 Composicion quimica de carbono, nitrégeno, hidrogeno, proteinas y relacién

carbono/nitrégeno

Los andlisis de carbono, nitrogeno, hidrogeno y proteinas mostraron que los mayores

contenidos en proteinas se dieron en el centro de la matriz (donde el crecimiento fue

mayor) y que todos fueron superiores al 20% a excepcion del nivel (-1,1). La mayor

relacién C/N se obtuvo en ese mismo nivel (Tabla 5).

Tabla 5: Contenido (%) en carbono,

nitrogeno, hidrogeno, relacion

carbono/nitrégeno (C/N) y proteinas en U. ohnoi procedente del stock inicial y
al final del estudio bifactorial en los niveles (1,-1), (0,0) y (-1,1).

C®) N(@®) H(%) CIN Proteinas (%)
STOCK 31,37 3,39 5,16 9,26 21,2
82/0,2 27,08 3,42 4,59 7,93 21,38
42/0,6 26,73 3,57 5 7,49 22,34
2/1 28,76 2,76 5,52 10,43 17,25

5.2 Experiencia de viabilidad de propagulos

Tras 43 dias de cultivo se observd que las algas procedentes del nivel (82/1), que tenian

un mayor grado de fragmentacion inicial sin duda por el efecto “tOxico” del fosfato,

sorprendentemente presentaron mayor tasa de crecimiento que las procedentes de

concentraciones intermedias y bajas de estos elementos y que presentaron un menor

grado de fragmentacion (Figura 10).

17



Figura 10: Botellones con biomasa procedente de la experiencia final, se observan de izq. a dcha. mayor
a menor concentracion de nutrientes [N/P]: 82/1, 42/0,6, 2/0,2 respectivamente. Se observd mayor tasa de
crecimiento en la de mayor concentracién de ambos elementos.
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Figura 11: Tasa de crecimiento media y desviacion estandar (% d™*) en cada uno de los botellones
tras el periodo de cultivo en camara.
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6 Discusion

La modificacion de las concentraciones de nutrientes es posible en los cultivos de
macroalgas destinados Unicamente a la produccién de biomasa, lo que permite en la
mayoria de los casos controlar la tasa de crecimiento, la productividad, la cantidad de
ciertos productos formados por ellas, etc. (Harrison & Hurd 2001). Sin embargo, los
efluentes acuicolas utilizables como medio de cultivo de macroalgas presentan unas
caracteristicas quimicas predeterminadas sobre las que va a ser dificil actuar, en
particular su relacién N/P. Estas caracteristicas podrian ser en algunos casos limitantes
para el desarrollo de determinadas especies, en este caso para Ulva ohnoi. Es por ello
que en este trabajo se ha testado bajo un disefio bifactorial si diferentes concentraciones
de nitratos y fosfatos afectaban de forma significativa a las tasas de crecimiento de esta

especie.

La concentracion de nutrientes y la luz, son los factores clave que pueden determinar la
densidad de cultivo y la productividad en los sistemas acuicolas (Harrison & Hurd
2001). En las experiencias realizadas por Malta & Verschuure (1997) queda de
manifiesto que la cantidad de P presente en el agua y la luz, explicaban gran parte de la
variabilidad en el ratio de crecimiento de Ulva spp. Por otra parte los trabajos realizados
por Villares et al., (1999), Buschmann et al., (2004), Harrison & Hurd (2001),
Hernandez et al. (2008) concluyen que el fosfato tiene un papel mas importante que el
nitrato sobre el crecimiento/produccion de Ulva spp. En dichos trabajos también se
describe que existe una leve interaccidn entre ambos nutrientes. Por otro lado la relacion
N:P del tejido del alga puede controlar su eficiencia de biofiltracion debido a que este
ratio regula la tasa de asimilacién para mantener la proporcion en su nivel 6ptimo
(Harrison & Hurd 2001).

Los resultados obtenidos en nuestras experiencias bifactoriales con nitratos y fosfatos
mostraron diferencias estadisticamente significativas sobre las tasas de crecimiento
debido a las distintas concentraciones de dichos nutrientes. Las tasas de crecimiento
variaron entorno al 10 — 20 % dia’l en todas las experiencias realizadas, lo que se
encuentra dentro del rango de valores observados por Neori et al. (1991), Lining et al.
(2008), Luo et al. (2012) y Casais & Couce (2016) para distintas especies del género

Ulva. En este disefio bifactorial se observa que las mayores tasas de crecimiento se
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obtuvieron en aquellas unidades experimentales que fueron sometidas a las
concentraciones medias (42 ppm) de N y medias (0.6 ppm) de P. Por otra parte se
observa que sobrepasado un limite el P tiene un efecto claramente inhibidor sobre la
tasa de crecimiento, efecto que solo se ve un poco atenuado en condiciones Optimas de
concentracion de nitrogeno; es decir, que como ya indicaron otros autores anteriormente
(Buschmann et al., 2004; Harrison & Hurd, 2001; Hernandez et al., 2008) parece existir
una ligera interaccion entre ambos nutrientes, interaccion que en nuestro caso se traduce

en una pequena limitacion del grado de toxicidad del P por parte del N.

En nuestras dos experiencias se observo una variabilidad temporal que afecta de forma
significativa a las tasas de crecimiento, y por tanto, a las tasas de asimilaciéon y la
eficiencia de biofiltracion. Estos resultados nos hacen pensar que posiblemente el ciclo
lunar y/o el ciclo mareal puedan afectar a dichos parametros. Por ello, se procedié a
aplicar el factor “periodo” a la hora de realizar el modelo de regresidn que explica los
datos obtenidos en dichas experiencias. Este factor incorporado al modelo junto con los
otros dos factores estudiados (N y P), permiten explicar en torno al 85% de la
variabilidad observada.

En nuestro caso, en el centro de la matriz, se observaron absorciones medias del 39,32%
+ 6,07 para el N inorganico disuelto en el agua, siendo gran parte de la variabilidad de
este dato debida a las diferencias temporales entre ambas experiencias. Estos datos se
acercan bastante a los obtenidos por Bartoli et al. (2005), quienes observaron que Ulva
sp. era capaz de retirar en torno al 50% del N inorgénico disuelto presente en los
efluentes y a los obtenidos por Hernandez et al. (2005) que indican una retirada del 54%
y de N en Ulva rotundata. Otros autores sin embargo describen cifras mucho mas altas;
asi Mwandya et al. (1999) observaron como U. reticulata era capaz de retirar el 63%
del N, Wang et al. (2007) observaron cémo Ulva pertusa (U. australis) era capaz de
retirar el 68% del N, o Van Khoi & Fotedar (2011) que observaron como Ulva lactuca
era capaz de retirar en torno al 59 — 89% del N inorganico disuelto presente en efluentes
de acuicultura. De todas formas, en nuestra experiencia las mayores tasas de
bioacumulacion de nitrato se observaron como era de esperar en los niveles superiores
(82 mg I'") y las menores en los niveles de menor concentracion (2 mg I™%), por contra, la
eficiencia de biofiltracion fue en el sentido contrario, siendo mayor en las

concentraciones menores (2 mg ). Por lo tanto, al aumentar la concentracién de nitrato
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en el medio, U. ohnoi aumenta su capacidad de bioacumulacién, mientras que al

reducirla aumenta su eficiencia de biofiltracion.

La mayoria de las algas pueden ajustar las tasas de absorcion en funcion de la
concentracion del nutriente en el medio mediante diferentes mecanismos como los
descritos por Fiedlander & Dawes (1985) o Martinez & Rico (2004). Ademas, bajo
condiciones de exceso de nutrientes las algas presentan la capacidad de almacenarlos y
asi poder usarlos para mantener las tasas de crecimiento cuando el nivel de éstos en el
medio se vuelve limitante (Harrison & Hurd, 2001). Atendiendo a ello, y observando los
resultados obtenidos tras el cultivo de los fragmentos generados durante la Gltima
experiencia de cultivo, hipotetizamos que debe existir algin mecanismo endégeno que
provoque la debilitacion de la pared de celular cuando los individuos se encuentran bajo
condiciones de elevada concentracion de nutrientes, especialmente P, lo que ayudaria a
su dispersion por fragmentacion. La explicacion biologica de este efecto podria ser que
de estos fragmentos podrian actuar como propagulos o diasporas que una vez
dispersados por las corrientes podrian ser capaces de utilizar las reservas almacenadas y
presentar tasas de crecimiento mas elevadas que otros individuos sin dicho “almacén de

reserva’.

7 Conclusiones

Observando los resultados obtenidos, se pueden obtener las siguientes conclusiones:

e Las mayores tasas de crecimiento y mayores contenidos en proteinas se dieron
en las concentraciones intermedias de nitratos y fosfatos, i.e. 42/0,6.

e El periodo experimental afecta de forma significativa a las tasas de crecimiento
y, por tanto, a la eficiencia de biofiltracién de Ulva ohnoi. Ello hace pensar que
el ciclo lunar y/o mareal pueda ser el responsable de dicho efecto.

o EIl fosfato es un elemento esencial para el crecimiento de las especies de
macroalgas, pero un aporte elevado del mismo puede resultar “tdxico”.

e Dado el margen de tolerancia en las concentraciones de nitrato para el
crecimiento de U. ohnoi la relacion nitrato/fosfato de los efluentes de cultivo no

va a ser un factor limitante para su empleo en el cultivo de esta especie.
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e Se establece la siguiente hipotesis: EI comportamiento de los individuos bajo
condiciones extremas de nutrientes pueden ser parte de un mecanismo de
propagacion vegetativa.

e Estudios futuros deberan determinar de una forma mas eficiente el posible efecto

del ciclo lunar y/o mareal sobre las tasas de crecimiento.
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