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1 Resumen

La aplicacion de sistemas en recirculacion de agua (RAS) con biofiltros de macroalgas
del género Ulva es una interesante opcion de futuro, especialmente en cultivos de peces,
debido a los numerosos beneficios que suponen: reducen el impacto ambiental, mejoran
la eficiencia de los cultivos, diversifican la produccion y mejoran los beneficios
econdmicos. Por ello, este trabajo tiene como objetivo realizar un estudio comparado de
los requerimientos de cultivo y calidad de la biomasa obtenida de cuatro especies de
Ulva para determinar su uso potencial en sistemas de AMTI en recirculacion. Las
especies estudiadas fueron Ulva ohnoi, U. fasciata, U. australis y U. rigida. Los
resultados mostraron grandes diferencias a nivel morfolégico, composicion quimica,
tasa de crecimiento y eficiencia en la utilizacion de la luz entre las especies. Se
concluyd que: las especies de Ulva utilizadas presentan tasas de crecimiento
comprendidas entre el 10 y 20 % dia™ y un alto contenido proteico y otros nutrientes
esenciales, U. ohnoi es la especie que presenta un mayor potencial para su aplicacion
como biofiltro en sistemas de AMTI en recirculacion, la distancia filogenética de las
especies no esta en absoluto correlacionada con su comportamiento en cultivo o
composicion quimica y estudios futuros deberén determinar el efecto que puedan tener
tanto la fase del ciclo como las condiciones de cultivo o el estado fisiologico sobre la

tasas de crecimiento y sus oscilaciones en estas y otras especies del género Ulva.
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2 Introduccion

La acuicultura es uno de los sectores productivos con mayor crecimiento y desarrollo en
la actualidad, superando ya a la pesca, y que seguird creciendo durante las proximas
décadas (FAO, 2014). Este aumento de las actividades acuicolas supondrd un gran
impacto medioambiental, principalmente debido a la eutrofizacion de los ecosistemas
(Liu et al., 2009; 2013). Por ello es necesario desarrollar sistemas de cultivo més

eficientes y respetuosos con el medioambiente.

La acuicultura multitréfica integrada (AMTI) es una interesante opcion de futuro ya que
permite mejorar la eficiencia de los cultivos, reducir el impacto ambiental, diversificar
la produccion y mejorar los beneficios economicos (Nobre et al., 2010). El uso de
macroalgas como sistemas de extracciéon inorganica (biofiltro) en la AMTI permite
reducir el impacto ambiental, mejorar la calidad de agua y generar biomasa algal de alto
valor nutricional (Bolton et al., 2009; Cruz-Suarez et al, 2010; Hernandez et al., 2008;
Lawton et al., 2013; Neori et al., 2000; Robertson-Andersson et al., 2008). Por otro
lado, la posibilidad de emplear un sistema bioldgico de extraccion inorgéanica en
sistemas de recirculacion reduciria los riesgos de enfermedades debido a la aparicion de
bacterias patogenas (Salvesen et al., 1999). Los biofiltros de macroalgas también se
pueden emplear asociados a sistemas de cultivos terrestres, con el objetivo de reducir y
eliminar el impacto ambiental ocasionado por los afluentes procedentes de la agricultura

y ganaderia (Nielsen et al., 2012).

Las macroalgas del género Ulva Linnaeus son iddneas para su empleo en sistemas de
AMTI debido a las caracteristicas que retnen: altas tasas de crecimiento, capacidad de
multiplicacion vegetativa, potencial para captar y crecer en medios con alto contenido
en N (NO3" y NH4" principalmente) y P (Luo et al., 2012; Macchiavello et al., 2014),
su morfologia laminar fina, la diversidad de especies que presenta el grupo y su gran
plasticidad morfologica y ecofisiologica (Mshigeni et al., 1979; Wichard et al., 2015).
Por otra parte se ha observado que las comunidades bacterianas asociadas a las Ulvales,
que tienen importantes implicaciones en el crecimiento y su morfogenesis (Wichard et
al., 2015), pueden tener un importante potencial como probiotico, siendo un aliciente
mas para el uso de estas especies en sistemas de AMTI en recirculacion. Este es el caso

de las distintas especies de Roseobacter (Planas et al., 2006).
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Pero no solo es interesante el uso de las especies de Ulva en sistemas de AMT]I por su
capacidad de biofiltracion, sino que también lo es por el valor y potencialidad de uso de
la biomasa obtenida en i) la alimentaciébn 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 alimentacién en acuicultura, lo que permite formular piensos
menos grasos Yy 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

generacion de biocombustibles (Montingelli et al., 2015); entre otras aplicaciones.

En Espafia, el cultivo de peces tiene una gran importancia, siendo en las costas de
Galicia en su mayoria sistemas de cultivo indoor intensivos. Estos sistemas en tierra, en
un principio abiertos, estan evolucionando a sistemas en recirculacion de agua (RAS)
tecnoldgicamente mas complejos, pero econdémica y ambientalmente mas sostenibles.
La integracion de los cultivos de macroalgas como Ulva en estos sistemas permitira
mejorar su eficiencia y rentabilidad tanto por su capacidad de regeneracion de la calidad
del agua y sus efectos probidticos como por el valor afiadido de la biomasa obtenida.

3 Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es realizar un estudio comparado de los
requerimientos de cultivo y calidad de la biomasa obtenida de cuatro especies de Ulva:
Ulva australis Areschoug, U. fasciata Delile, U. ohnoi Hiraoka & Shimada y U. rigida

C. Agardh para determinar su uso potencial en sistemas de AMTI en recirculaciéon*.

*Este objetivo es una contribucion al proyecto: IntegRAS: “Optimizacion del disefio y manejo de
sistemas de cultivo multitréficos en recirculacién peces-macroalgas (AGL2013-41868-R)”, financiado

por el Plan Estatal de Investigacion Cientifica y Técnica y de Innovacion 2013-2016 (MINECO).
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4 Material y métodos

4.1 Descripcion de las especies
En este trabajo se han empleado cuatro especies de Ulva Linnaeus (Ulvales,
Chlorophyta): Ulva australis Areschoug, U. fasciata Delile, U. ohnoi Hiraoka &
Shimada y U. rigida C. Agardh. Las especies del género Ulva se caracterizan por poseer
un ciclo digenético haplo-diplofasico isomorfico (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo biolégico de Ulva (Cremades et al., 2002).

Las cuatro especies estudiadas presentan distintas caracteristicas morfoldgicas:

o Ulva australis (=U. pertusa Kjellman): lamina de color verde brillante con
forma orbicular irregular y lobulada hasta oval, con un grosor de 50-80 um en la
zona apical-media y 145-155 pum en la zona basal, ausencia de dientes
marginales y con perforaciones irregulares, células con forma cuadrangular,
rectangular o ligeramente poligonales en vision superficial y cuadrangulares u
oblongas con 4pices redondeados en visién transversal, con (1-) 2 (-3)

pirenoides por célula (Baamonde Ldpez et al., 2007) (Figura 2).
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o Ulva fasciata: lamina de color verde hierba mas o menos empardecido con
forma alargada y lanceolada, con un grosor de 90-115 um en la zona apical-
media y 100-140 um en la zona basal, de margen festoneado y en ocasiones con
presencia de proyecciones espinosas, células alargadas o isodiamétricas en
vision superficial y rectangulares a cuadradas en vision transversal, con 2-3
pirenoides por célula (Womersley, 1984).

o Ulva ohnoi: lamina de color verde brillante con brillo metalico y de forma
orbicular, obovada u ovada, en ocasiones irregular, con un grosor de 30-50 um
en la zona apical-media y 80-90 um en la zona basal, presencia de dientes
microscopicos en el margen, células con forma cuadrangular o poligonal en
vision superficial y rectangulares a cuadradas en vision transversal, con 1-3
pirenoides por célula (Hiraoka et al., 2003).

o Ulva rigida: lamina de color verde mas o menos oscuro de forma orbicular
irregularmente lobulada hasta lanceolada, con un grosor desde 40 um en la zona
apical-media hasta 100 um en la zona basal, presencia de dientes microscopicos
y macroscopicos en el margen, células con forma redondeada hasta poligonales
con esquinas redondeadas en vision superficial y redondeadas o fusiforme en
visién transversal, con 1 0 mas pirenoides por célula (Hoeksema & van de Hoek,
1983).

Las especies estudiadas presenta diferencias ecofisiolégicas, U. rigida y U. australis
son especies preferentemente septentrionales (aguas frias, menor intensidad luminica)
mientras que U. fasciata y U. ohnoi son especies mas meridionales (aguas calidas,
mayor intensidad luminica). También hay diferencias de origen, siendo U. australis y
U. ohnoi especies aléctonas mientras que U. rigida y U. fasciata son autoctonas.

En cuanto a su disposicion taxonémica se puede ver que U. rigida, U. ohnoi y U.
fasciata son especies muy cercanas, siendo U. australis la que presenta una posicién

mas lejana en el arbol filogenético (Figura 3).

Las cuatro especies con las que se investigd fueron identificadas en base a sus
caracteristicas morfoldgicas y moleculares. La identificacion molecular de especies se
realizd a partir de 30 muestras, mediante la comparacion de secuencias de rbcL

bardcode. Este anélisis fue realizado por la empresa AllGenetics.
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Ulva fasciata Delile

Ulva ohnoi Hiraoka & Shimada

Ulva rigida C. Agardh

Figura 2: Morfologia macroscépica de cuatro especies de Ulva recogidas en el medio natural
(Iméagenes tomadas del herbario del grupo BioCost en la UDC).
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Figura 3: Arbol de maxima verosimilitud construido a partir de un analisis de secuencias ITS del

rDNA (incluyendo el gen 5.8S rRNA) para Ulva (U) y Enteromorpha (E) (Hiraoka et al., 2003). Las
especies marcadas en verdes son las estudiadas en este trabajo.
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4.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo estdndar empleado consistio en agua marina filtrada a 100 pm,
procedente de un tanque de 10.000 L en el cual se almacena. Se enriquecio con 20 ppm
de nitrégeno (NOsNa), 0,5 ppm de fosfato (POsH2Na - 2H20) y oligoelementos,
principalmente Fe, en una proporcion de 50 ml por 100 L de medio de cultivo.

Los oligoelementos se prepararon segun la siguiente formula: 14 gr de Na2EDTA -
2H,0, 14 gr de Fe(NH4)2(S0s), - 6H20, 1,6 gr de MnSO4 - 4H20, 0,55 gr de FeCls -
6H20, 0,2 gr de ZnSO4 - 7TH20 y 0,05 gr de CoSO4 - 7H20 hasta 1 L en agua destilada.

La composicion quimica del medio fue disefiada para simular condiciones de cultivo
con altas cargas de nitrégeno y fosfatos, similares a un afluente de una planta de cultivo

de peces.

4.3 Estudio morfologico
El estudio morfolégico comparativo de las especies en cultivo fue realizado en un
microscopio Olympus BX50, a partir de biomasa cultivada en las mismas condiciones

en el laboratorio del grupo BioCost en el CICA.

4.4 Composicion nutricional

La composicion nutricional de las distintas especies fue analizada en los laboratorios del
Departamento de Ingenieria Agroalimentaria y Biotecnologia de la Universidad
Politécnica de Catalufia y facilitada para este trabajo por alguno de los integrantes del

proyecto de investigacion “IntegRAS”.

Todos los valores nutricionales se midieron a partir de 100 gr (peso seco) de biomasa
algal cultivada en medio estandar en el laboratorio del grupo Biocost en el CICA y de
dos kits comerciales (25 gr por kit) de Ulva spp. (lechuga de mar) de la empresa Porto

Muifios.

4.5 Sistema de cultivo en tanque

El cultivo de las macroalgas se realizd en tanques iguales de 200 L, con aireacion
constante y ciclos de luz:oscuridad de 12:12 horas. El sistema de aireacion emple0 aire
filtrado mediante filtros de cartucho. Para la luz se emple6 bombillas Prilux ecSaver
High Luminosity de 85 W y 6.400 °K. La salinidad se mantuvo en 34%o afiadiendo agua

dulce para corregir las perdidas debidas a la evaporizacion.

10
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Bomba de aire — O

Figura 4: Esquema de uno de los tanques de cultivo empleados.
4.6  Condiciones de cultivo en camara: experiencias para determinacion del
factor luz

La experiencia realizada para conocer la influencia de la intensidad luminica en el
crecimiento de las distintas especies se realizd en una camara de cultivo Liebherr
Profiline. Durante toda la experiencia se mantuvo una temperatura de 20 + 0’2 °C, una
rotacion de 50 r.p.m. mediante un agitador Skyline Shaker Dos-20L y un fotoperiodo de
luz:oscuridad de 12:12 horas mediante dos paneles led Samsung VT-1422 Sku4812.
Para todas las experiencias se emple6 medio de cultivo estdndar con una renovacion

cada 24 horas.

4.7 Determinacion del crecimiento, productividad, relacion peso himedo/peso
seco y relacion peso humedo/superficie

El peso se determind mediante una bascula de precisibn RadWag Ps600.R2. Para el

peso humedo se seco previamente la biomasa mediante papel de filtro con el objetivo de

retirar la pelicula de agua de la superficie del alga. El peso seco se midié empleando la

misma biomasa usada para medir el peso himedo, secandola previamente en una

camara de secado Memmert UF75 hasta peso constante.

11
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La tasa de crecimiento (Ecuacion 1) permite estimar el potencial que tienen las especies
para su cultivo y la productividad (Ecuacion 2) determinar su potencial en un cultivo
industrial (cultivos masivos) y conocer la cantidad de biomasa que se genera en un

determinado periodo de cultivo:
Ecuacion 1: [100 x Ln (peso himedo final/peso humedo inicial)] / tiempo
Ecuacion 2: [(peso humedo final — peso humedo inicial) / superficie] / tiempo

La relacion peso humedo/peso seco (Ecuacion 3) es una importante referencia para
estimar la rentabilidad real del cultivo de las distintas especies, particularmente si su
venta es en forma de deshidratado, y también es indicadora de la cantidad de cenizas de

las distintas especies:
Ecuacidn 3: peso huimedo/peso seco

La relacion peso humedo/superficie (Ecuacion 4) es un indicador de la capacidad que
tiene las especies de generar biomasa por superficie. Este indicador puede servir para
valorar el estado fisiologico del cultivo (cultivos que crezcan a tasas de crecimiento

altas tendran relaciones peso humedo/superficie bajas):
Ecuacion 4: peso humedo/superficie biomasa
4.8 Disefios experimentales

4.8.1 Experiencia crecimiento en tanque

Para evaluar las tasas de crecimiento de las distintas especies candidatas se realiz6 una
experiencia de tres semanas de duracion, durante la cual se mantuvieron en cultivo tres
especies, Ulva ohnoi, U. fasciata y U. australis, individualizadas en tres tanques

distintos.

Como material de partida se utilizaron 100 discos de 2 cm de diametro por especie. Se
usaron 180 L de agua de mar (sin enriqguecimiento) durante la primera semana, para la
aclimatacién de los discos, y las restantes se emplearon 180 L de medio de cultivo

estandar. Durante toda la experiencia se mantuvo 300 umol m™ s de luz en superficie.

Cada 168 horas se pesaron 20 discos, siguiendo el protocolo para peso himedo del
apartado 4.7, para determinar las tasas de crecimiento y la productividad semanales a

partir del peso medio de los discos en cultivo.

12
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Figura 5: Tanque y discos algales durante la experiencia de crecimiento en tanque.

4.8.2 Experiencia factor luz

El efecto de la luz sobre la tasa de crecimiento de las distintas especies se evalud
mediante experiencias de una semana de duracion. Se disefiaron cuatro niveles con
distintas dosis luminicas obtenidas mediante el uso de 0, 1, 2 o 3 capas de malla de
sombreo de fibra de vidrio de 1 mm de luz: 300 pmol m? s%, 170 umol m? s, 100 pmol

m? sy 50 umol m? st

Figura 6: Distribucion de las muestras experimentales después de la renovacion y aleatorizacion.
13
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Se emplearon 32 discos de 2 cm de diametro como unidades experimentales y se
distribuyeron unitariamente en recipientes con 20 ml de medio de cultivo estandar. Cada
24 horas se realizaba una renovacion del medio, momento en el cual se aleatorizaba la
posicién de las muestras. Durante toda la experiencia se mantuvo una temperatura de
cultivo de 20 £ 0,2 °C, un periodo de luz:oscuridad de 12:12 horas y una agitacion de 50

r.p.m.

Las muestras se distribuyeron en una placa con la superficie oscurecida para evitar el
exceso de luminosidad y garantizar que la luz procediera Gnicamente de la parte

superior (lampara led).

Al final del periodo experimental se pesaron los discos, siguiendo el protocolo para

peso himedo del apartado 4.7, para determinar las tasas de crecimiento.

4.9 Analisis estadistico

Para todos los pardmetros analizados se calculan las medias y las desviaciones estandar.
El tratamiento estadistico de los datos se realiz6 mediante el programa R versién 3.2.5.

En la experiencia de crecimiento en tanque, la hipétesis de que la tasa de crecimiento y
la productividad no es diferente entre las distintas especies se analiza mediante un
analisis de la varianza de una via (ANOVA) a un nivel de confianza del 95 %. Cuando
la hipotesis se rechaza, se utiliza el test de rango maltiple de Tukey para analizar que
especies tienen distintas tasas de crecimiento y productividad. El test de Tukey se aplica

a todos los casos al nivel de significacion 0,05 (p < 0,05).

En la experiencia del factor luz, la hipétesis de que la tasa de crecimiento no se ve
afectada por la distinta cantidad de luz se analiza mediante un andlisis de la varianza de
una via (ANOVA) a un nivel de confianza del 95 %. Cuando la hipotesis se rechaza, se
utiliza el test de rango multiple de Tukey para analizar de qué forma afecta la luz a la
tasa de crecimiento. El test de Tukey se aplica a todos los casos al nivel de significacién
0,05 (p<0,5).

La hipotesis de que la tasa de crecimiento es distinta entre las distintas especies se

analiz6 mediante un test-t de muestras emparejadas a un nivel de confianza del 95%.

Las gréaficas se realizaron con el programa Microsoft® Excel (Office Professional Plus
2013).

14
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5 Resultados

5.1 Estudio morfoldgico de las especies en cultivo
El estudio morfologico de las especies se realiz6 a partir de material cultivado en las
mismas condiciones (descritas en apartado 4.5).

La morfologia de las distintas especies se describe en la tabla 1. En la figura 7 se puede

ver las diferencias morfoldgicas a nivel celular.

Podemos observar que las cuatro especies de Ulva cultivadas presentan una morfologia
muy distinta. U. ohnoi es la que tiene la [dmina més fina, mientras que U. australis y U.
fasciata presentan las laminas mas gruesas. U. rigida tiene las células mas pequefias y

U. fasciata, U. australis y U. ohnoi las células mas grandes.

Figura 7: Morfologia celular de cuatro especies de Ulva procedentes de un cultivo en suspension en
tanque. A) U. australis; B) U. fasciata; C) U. ohnoi; D) U. rigida. 1) Vision superficial del margen
microscopico; 2) Vision superficial de la zona apical-media; 3) Vision transversal de la zona apical-
media.

15



U. australis U. fasciata U. ohnoi U. rigida
Color Verde oscuro Verde palido Verde brillante Verde claro a
olivéaceo con brillo metélico  oscuro, con brillo
metalico
Consistencia Media-dura Dura Blanda Dura
Textura Plana o algo Ligeramente Muy corrugada Plana, poco
curvada corrugada corrugada
Perforaciones Pequerias, Pocas, Pocas, centrales Con pocas
agrupadas submarginales perforaciones o sin
linealmente en ellas

Margen

Borde
microscopico

Vision
superficial

Vision
transversal
zona apical

Vision
transversal
zona basal

Grosor
lamina apical

Grosor
lamina basal
Grosor
lamina media
apical
Grosor
lamina media
basal
Pirenoides

lineas concéntricas
centro-base o en
lineas paralelas
Ligeramente
festoneado
Entero, con grandes
dientes
macroscopicos

Células dispuestas
en grupos
indistintos o en filas
desordenadas con
forma poligonal y
esquinas
redondeadas. L: 16-
23 um; A: 10-17
pm
Células alargadas
con vértices
redondeados. L: 22-
32 um; A: 9-19 um

Células
rectangulares
alargadas. L: 30-39
pm; A: 15-17 pm

73-77 pum
96-120 pm

5-8 um

12-14 pm

1-(2)

Festoneado

Liso, con ligeras
protuberancias o
denticulaciones
macroscopicas

Células dispuestas
en grupos
indistintos con
forma poligonal
angulosa. L: 18-29
pm; A: 13-27 pum

Células muy
cuadradas sin
diferencias entre
haz y envés. L.:
20-28 pm; A: 14-
26 um
Células desde
rectangulares a
cuadradas. L: 29-
35 um; A: 18-25
pm
70-73 um

90-92 pm

5-6 um

6-8 um

1-(2)

Liso

Liso con células
gruesas
redondeadas

Células
desordenadas con
forma poligonal.
L: 20-31 pum; A:

11-23 pm

Células
redondeadas. L:
15-25 pm; A: 13-
17 pum

Células
rectangulares con
paredes gruesas.
L: 17-23 um; A:
14-20 um
40-43 pm

57-63 pum

3-4 um

4-7 um

1-(3)

Generalmente liso

Dientes
microscopicos
presentes en la parte
basal de algunos
especimenes
Células en largas
filas o grupos
indiferenciados con
forma poligonal
irregular. L: 13-22
um; A: 9-14 pum

Células
redondeadas. L: 17-
22 pm; A: 13-18
pm

Células ovaladas
con extremo plano.
L: 35-45 um; A:
12-22 pm
54-56 um
93-96 pm

5-7 pm

9-14 pm

2-4

Tabla 1: Descripciones morfologicas de cuatro especies de Ulva cultivadas mediante suspension en
tanque. L) largo celular; A) ancho celular.
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5.2 Valores nutricionales de las especies
La composicion nutricional permite valorar los posibles usos y el precio de venta de la

biomasa algal obtenida en cultivo.

Todos los valores de composicion quimica fueron calculados en relacién a 100 gr de
biomasa. Se emplearon 100 gr de biomasa seca para el analisis quimico de las cuatro
especies de Ulva y un total de 50 gr de dos kits de algas comerciales distintos para el
célculo del valor nutricional de “lechuga de mar” comercializada para la alimentacion

humana.

El residuo en cenizas nos permite saber qué especies produciran menos residuos
después de la utilizacion de su biomasa en produccion de biocombustibles, biocauchos,
etc. En la grafica 1 vemos que U. australis y U. rigida son las que producen una menor
cantidad de cenizas y U. ohnoi y U. fasciata son las que producen una mayor cantidad.

La muestra comercial presenta una gran variabilidad en su composicion quimica de

cenizas.
Cenizas (%)
30
25
20 I I
15 I
I
20,96
10 18l61 20,57
15,95
5 11,92
0
Comercial U. ohnoi U. fasciata U. rigida U. australis

Gréfica 1: Residuo en cenizas (% en 100 g) de un producto comercial de Ulva spp. y cuatro especies
de Ulva: U. ohnoi, U. fasciata, U. rigida y U. australis.

La composicion quimica de proteinas es esencial para realizar una valoracion del

potencial nutricional de la biomasa algal. En la grafica 2 observamos que Ulva ohnoi y

17
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U. rigida son las especies con mayor contenido proteico, mientras que U. fasciata y U.
australis son las que presenta un menor contenido. La muestra comercial presenta una

gran variabilidad del contenido en proteinas.

Proteinas (%)

35

30

I I
25 <
I
20
1 28,22 28,7
23,85 24,1

10 22,1

5

0

Comercial U. ohnoi U. fasciata U. rigida U. australis

Gréfica 2: Composicién quimica de proteinas (% en 100 g) de un producto comercial de Ulva spp. y
cuatro especies de Ulva: U. ohnoi, U. fasciata, U. rigida y U. australis.

La relacion peso humedo/peso seco nos permite determinar el valor de venta en peso
fresco y peso himedo de la biomasa algal. indices bajos nos indican que especie tendré
una menor pérdida de peso respecto a especies con indices altos cuando se realice el
secado de la biomasa. También nos indica que especies tienen una mayor proporcion de
agua en su composicion, y, por lo tanto, que especies tendran una mayor capacidad de
conversion de nutrientes en biomasa nutritiva. En la grafica 3 vemos que U. rigida y U.
australis son las especies que conservaran mas peso después de realizar el secado de la
biomasa. U. fasciata es la especie que presentan una mayor proporcion de agua en su

composicion, mientras que U. ohnoi presenta valores intermedios.
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Relacién peso humedo/peso seco
7,00

6,00

5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

U. ohnoi U. fasciata U. rigida U. australis

Gréfica 3: Relacion peso humedo/peso seco de cuatro especies de Ulva: U. ohnoi, U. fasciata, U.
rigida y U. australis.

La relacion peso humedo/superficie permite determinar el rendimiento de las especies
en cultivo (cuanta biomasa en peso hlimedo se generara por m2). Por otro lado, también
se puede emplear como un indicador del estado fisiologico de los cultivos (especies con
altas tasas de crecimiento suelen mantener indices bajos y especies con bajas tasas de
crecimiento suelen presentar indices altos). En la gréafica 4 se puede ver que las distintas
especies de Ulva presentan una gran variabilidad de su relacion peso humedo/superficie.
U. fasciata es la que presenta la relacién media mas alta.

Relacion peso humedo/superficie (g cm2)
14,00

12,00

10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

U. ohnoi U. fasciata U. rigida U. australis

Griéfica 4: Relacién peso humedo/superficie de cuatros especies de Ulva: U. ohnoi, U. fasciata, U.
rigida y U. australis.

19



Master en Acuicultura — Universidad de A Corufia

La composicion quimica de macrominerales y oligoelementos varia considerablemente
entre especies y entre especies cultivadas en medios con alto contenido en nitrato y

fosfato y especies comerciales cultivadas en medio no enriquecidos (Gréficas 5, 6, 7, 8
y9).

La muestra comercial y Ulva fasciata son las que presentan un mayor contenido en
magnesio, pero presenta carencias de algunos metales y son las mas desequilibradas en
su composicion nutricional. U. rigida y U. ohnoi son las que presentan un mejor
equilibrio nutricional, disponiendo de una composicion de macrominerales y
oligoelementos variada. U. australis es la que presenta la mejor proporcion de

magnesio, potasio y sodio.
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Gréfica 5: Composicidn quimica de macrominerales y oligoelementos (% en 100 g) de la muestra comercial de Ulva spp.
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Gréfica 6: Composicidn quimica de macrominerales y oligoelementos (% en 100 g) de Ulva ohnoi.
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Gréfica 7: Composicién quimica de macrominerales y oligoelementos (% en 100 g) de Ulva fasciata.
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Gréfica 8: Composicién quimica de macrominerales y oligoelementos (% en 100 g) de Ulva rigida.
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Gréfica 9: Composicion quimica de macrominerales y oligoelementos (% en 100 g) de Ulva australis.




5.3 Tasas de crecimiento y productividad en tanque

Uno de los principales aspectos que se debe determinar a la hora de seleccionar una
especie para su cultivo y uso como biofiltro es su capacidad de crecer en un sistema de
cultivo artificial, es decir, debe disponer de tasas de crecimiento y productividad altas y

constantes durante su cultivo en tanque.

La tasa de crecimiento y la productividad en tanque fueron estudiadas para tres especies
de Ulva (Gréfica 10 y Gréafica 11):

23

21

—

19

-

17

15
13 §\

Tasa de crecimiento (% dia™)

7 L I
5
1 2 3
Semanas
=@=_. ohnoi ==@==U. fasciata U. australis

Gréfica 10: Tasas de crecimiento medias y desviaciones estandar de las especies Ulva ohnoi, U.
fasciata y U. australis.

Se observé diferencias significativas (p < 0,05) en la tasa de crecimiento de todas las
especies en todas las semanas, a excepcion de las especies U. ohnoi y U. fasciata en la
semana 2 y las especies U. ohnoi y U. australis en la semana 3 (p > 0,05). La especie
que presento mayores tasas de crecimiento fue U. fasciata (21,01 + 0,91) en la semana 1
y la que presentaron menores tasas de crecimiento fueron U. ohnoi (7,8 = 1,61) y U.
australis (7,82 £ 1,7) en la semana 3. La que mostro un crecimiento mas constante fue
la U. ohnoi.
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Gréfica 11: Productividad media y desviaciones estandar de las especies Ulva ohnoi, U. fasciata y U.
australis.

Se observé diferencias significativas (p < 0,05) en la productividad de todas las especies
en todas las semanas, a excepcién de las especies U. ohnoi y U. australis en la semana 2
y en la semana 3 (p > 0,05). La especie que presento mayor productividad fue U.
fasciata y la que presentaron menores productividades fueron U. ohnoi y U. australis.

La que mostro un aumento de peso mas constante fue U. ohnoi.

No se pudieron obtener resultados de U. rigida debido a su gran tendencia a esporular,
lo que imposibilito la obtencién de datos reales de crecimiento.

5.4 Efecto de la luz sobre las tasas de crecimiento
La luz es uno de los principales factores abidticos que influyen en el crecimiento de las
macroalgas, ya que al ser organismos fotosintéticos precisan de esta fuente de energia

para realizar la fotosintesis y activar su metabolismo anabdlico.

Las tasas de crecimiento fueron estudiadas para tres especies de Ulva (Gréfica 12):
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Grafica 12: Tasas de crecimiento medias y desviaciones estandar de las especies U. ohnoi, U. fasciata y U. australis a distintas cantidades de luz. Los valores indica la
tasa de crecimiento (% dia') para cada especie en cada nivel de luz.



Se observé diferencias significativas (p < 0,05) en la tasa de crecimiento entre los
niveles de luz 300 umol m2 s - 100 umol m2 s, 300 umol m2 s - 50 umol m2 sty
170 umol m? st - 50 umol m? s en U. fasciata, los demas niveles no muestran
diferencias significativas (p > 0,05). En las especies U. australis y U. ohnoi no se
observo diferencias significativas (p > 0,05) entre ninguno de los niveles de luz

estudiados.

U. ohnoi fue la especie que presento una tasa de crecimiento media (20,9 + 1,07)
significativamente mayor (P < 0,05) respecto a U. fasciata (12,77 + 2,39) y U. australis
(13,03 + 0,69). Entre U. fascita y U. australis no se observaron diferencias
significativas (p > 0,05) entre las tasas de crecimiento.

No se pudieron obtener resultados de U. rigida debido a su gran tendencia a esporular,
lo que dificulto la obtencion de datos reales de crecimiento a las distintas dosis

luminicas experimentales.

6 Discusion

Las especies de Ulva estudiadas en este trabajo siguen presentando diferencias
morfoldgicas despues de su cultivo en tanque. Estas diferencias nos permite clasificar a
las especies en dos arquetipos morfoldgicos: ldminas finas, con muy poca pared media y
muy corrugadas, como Ulva ohnoi, y laminas mas gruesas, consistentes (debido al
grosor de la pared media) y lisas a ligeramente corrugadas como U. rigida, U. fasciata y
U. australis. Esta distinta morfologia puede fomentar que existan diferencias en las
tasas de crecimiento y la productividad, ya que las ld&minas finas muy corrugadas
podrian disponer de una mejor capacidad en la obtencion de nutrientes al poseer una
superficie no homogénea que facilitaria la renovacion de la capa limite. Por otro lado,
U. ohnoi presentan un tamafio celular relativamente grande en relacion al grosor de
lamina y una pared media muy pequefia, lo que puede suponer una ventaja en términos
de crecimiento y valor nutricional al destinar la mayoria de los nutrientes que asimila a
la formacidn de nuevas células y contenido celular en vez de utilizarlos en la fabricacién

de pared media.

En lo referente a la composicion nutricional, podemos observar que los productos
comerciales de Ulva spp. presentan grandes variaciones en su contenido en proteinas,

macrominerales y oligoelementos, mientras que las especies cultivadas en medios con
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altas cargas de nitrato y fosfato presentan contenidos mas estables y sustancialmente
diferentes. Atendiendo a las diferencias entre especies podemos ver que U. ohnoi y U.
rigida son las que presentan un mayor potencial nutricional debido a su baja proporcion
de cenizas, alto contenido en proteinas, buena relacion peso himedo/peso seco y peso
humedo/superficie, y su composicién de macrominerales y oligoelementos variada y
equilibrada. U. australis también muestra buenos valores nutricionales, especialmente
en la proporcion de magnesio, potasio y sodio. U. fasciata es la que presenta una
composicion nutricional mas desequilibrada y los peores valores nutricionales, siendo

su alto contenido en magnesio la Unica caracteristica interesante.

En la experiencia de crecimiento vemos que U. fasciata y U. australis presentan
crecimientos con tasas muy variables respecto a las de U. ohnoi, especie que tiene un
desarrollo mas estable. En todos los casos las tasas de crecimiento se encuentran entre el
10 y 20% dia®. Las causas de la variabilidad en las tasas de crecimiento pueden ser
muchas (esporulacion, fase del ciclo, ritmos circadianos, variaciones de nutrientes,
temperatura, pH...), por lo que es dificil buscar una Unica explicacion a este

comportamiento.

Los resultados obtenidos en las experiencia del efecto de la luz sobre la tasa de
crecimiento indican que: U. fasciata posiblemente no tenga su sistema fotosintético
saturado a las dosis luminicas estudiadas, ya que dicha tasa aumenta significativamente
al aumentar la dosis luminica, lo que esta en consonancia con su area de distribucion
fundamentalmente pantropical. Por otra parte Ulva ohnoi debe tener su sistema
fotosintético practicamente saturado a las dosis luminicas més altas, ya que aunque hay
un aumento de su tasa de crecimiento al aumentar las mismas, este aumento no es
estadisticamente significativo. Algo analogo ocurre con Ulva australis, esta especie no
muestra un aumento significativo de su tasa de crecimiento al aumentar la dosis
luminica, lo que nos indica que sus sistemas fotosintéticos deben estar también
saturados; sin embargo las menores tasas de crecimiento en esta especie comparadas
con las de U. ohnoi podrian ser debidas a que la temperatura de estudio, 20 + 0,2 °C

pudiera ser demasiado elevada por ser una especie de 0ptimo septentrional.

De las tres especies estudiadas, U. ohnoi es la que presenta una mayor tasa de
crecimiento media, por lo que se asume que es la especie con mejor eficiencia

fotosintética.
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Los resultados obtenidos en esta experiencia (5.4) no son equiparables a la experiencia
de crecimiento en tanque (5.3), puesto que las condiciones experimentales no son
equiparables, principalmente aquellas relacionadas con la temperatura y especialmente
con la dosis luminica, ya que la que reciben los discos en la camara es muy superior a la
que reciben los discos en el cultivo en suspension en tanque. Los resultados de ambas
experiencias de crecimiento reflejan una gran variabilidad en la tasa del mismo. Esta
variacion posiblemente se deba a multiples factores como la fase del ciclo de vida
(gametofitos vs. esporofitos), la morfologia (determinadas morfologias pueden dar una
mejor adaptacién al régimen hidrodindmico), el estado fisiologico, las variaciones en

nutrientes y la relacion N:P, la temperatura, el pH, etc.

En ambas experiencias de crecimiento se puede ver que las tres especies estudiadas,
Ulva ohnoi, U. fasciata y U. australis, presentan tasas de crecimiento comprendidas
entre el 10 y el 20 % dia™. Estas tasas son similares a las observadas en Ulva lactuca
(Neori et al., 1991), U. pseudocurvata (Lining et al., 2008), U. prolifera y U. linza
(Luo et al., 2012). Estas altas tasas de crecimiento hacen que las especies de Ulva
tengan un gran potencial para su uso como biofiltro en sistemas de AMTI.

Finalmente se debe indicar que la gran tendencia que tiene U. rigida a esporular, lo que
dificulté la obtencion de datos de crecimiento en este trabajo, pudo ser debida a que se
trabajo con esporofitos. En el futuro se deberia emplear la fase gametofitica para
determinar si la fase del ciclo vital es la razén de esa gran tendencia a reproducirse o es

un caréacter propio de la especie.
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7 Conclusiones

Los resultados de todas las experiencias realizadas indican que las especies de Ulva
utilizadas presentan unas tasas de crecimiento comprendidas entre el 10 y 20 % dia™, un
alto contenido proteico y en otros nutrientes esenciales, lo que las hace muy adecuadas
tanto como biofiltro como por su valor afiadido para su empleo en la alimentacion

animal o humana.

Los estudios realizados en morfologia, composicion nutricional, productividad en un
sistema de cultivo en suspension en tanque y comportamiento a distintas dosis
luminicas de las cuatro especies ensayadas permiten concluir que Ulva ohnoi es la
mejor candidata para su aplicacion como biofiltro en sistemas de AMTI en

recirculacion.

A la vista de todos los resultados y considerando la distancia filogenética entre las
distintas especies es evidente que dicha distancia no esta en absoluto correlacionada con

su comportamiento en cultivo o composicién quimica.

Estudios futuros deberan determinar el efecto que puedan tener tanto la fase del ciclo
como las condiciones de cultivo (variaciones de pH y temperatura, intensidad luminica
y fotoperiodo, nutrientes) o el estado fisiolégico sobre la tasa de crecimiento y sus
oscilaciones en estas y otras especies del género Ulva.
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