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RESUMEN

Las algas son organismos fotosintéticos y, es por ello, que la fuente de iluminacion, entre otros,
es una de las variables mas importantes a la hora de realizar un cultivo, ya que puede afectar al
crecimiento, composicién, asi como a sus propiedades nutritivas. De esta manera, la
productividad de los sistemas de cultivo dependera de los diferentes tipos de luz utilizados, no
solo por la calidad de la fuente de iluminacidn sino también por el consumo energético que esta
supone para la plata de cultivo, de tal manera que, se esta incentivado el empleo de nuevos
sistemas de iluminacion como los LED. Por ello, este trabajo tiene como objetivo estudiar los
efectos ocasionados por diferentes tipos de luces LED sobre Ulva ohnoi en la tasa de
crecimiento, capacidad de biofiltracion y la cantidad de clorofilas que presenta la biomasa
obtenida. Con la finalidad de encontrar una fuente de iluminacién que permita obtener la mayor
productividad, calidad del cultivo y capacidad de biofiltracién con el menor coste energético
posible. Para ello se realizaron dos experimentos, uno a igual intensidad (350 pmol-m?-s!) y
otro a igual distancia (28 cm) donde se enfrentaron dos a dos los distintos tipos de luces: luz

azul con luz roja, luz azul con luz magenta y, finalmente, luz azul con luz blanca.

Los resultados revelaron diferencias significativas para el crecimiento, asi como para la
biofiltracion, siendo mas efectivas las luces LED azules y blancas que la luz LED roja pura.
Los dispositivos de luz LED rojos por si solos produjeron tasas de crecimiento mucho mas
bajas que otros tipos de LEDs. El consumo de cada tipo de luz jug6 un papel importante cuando
se comparan los diferentes tipos de luces mas efectivas, oscilando desde valores de 28,3 W/h
para la luz blanca hasta 11,9 W/h para la luz roja. Por otro lado, los resultados de la acumulacién
de pigmentos fotosintéticos no mostraron muchas diferencias significativas, pero si podemos
ver que la concentracion de clorofila a fue significativamente mayor bajo la influencia de luz

LED roja y LED azul en comparacion con otros tipos de luz.

PALABRAS CLAVE: Ulva onhoi, intensidad, distancia, tasa de crecimiento, eficiencia

biofiltracion, clorofila.
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INTRODUCCION

La acuicultura ha ido en aumento a lo largo del siglo XXI debido a su importante papel en la
seguridad alimentaria y la nutricion. En 2020 se alcanzé un récord historico en la produccion
pesquera y acuicola total con 214 millones de toneladas. Este crecimiento se debe al descenso
de la pesca de captura de especies pelagicas que, a su vez, se ha compensado con el crecimiento
continuado de la acuicultura. Aproximadamente el 89% de la produccion mundial va destinada

al consumo humano directo y se prevé para 2030 un aumento de la produccion de alimentos

acuaticos del 13% mas (FAO, 2022).

A pesar de que la acuicultura presenta un impacto ambiental mas bajo que otras actividades
humanas destinadas a la produccion de alimentos, uno de los problemas que conlleva la
actividad acuicola junto a otras actividades, son los efectos negativos causados sobre la calidad
del agua y los sedimentos. Esto se debe a que los efluentes acuicolas incrementan la
concentracion de distintos nutrientes disueltos (principalmente fosforo y nitrogeno) y materia
organica particulada en forma de sélidos en suspension en las zonas costeras, ocasionando un
aumento de la eutrofizacion de los ecosistemas, asi como la aparicion de mareas verdes o
blooms de fitoplancton, dafiinos para el ecosistema (Bartoli et al., 2005; Liu et al., 2013; Liining
& Pang 2003; Macchiavello & Bulboa 2014; Marinho et al., 2013;Troell et al., 1999). Para
mitigar estos efectos negativos sobre el medio ambiente y asegurar el futuro de la industria, en
las ultimas décadas ha aumentado el interés en desarrollar mejoras biotecnoldgicas o adoptar
nuevas estrategias que sean beneficiosas tanto ambiental como socioeconémicamente
sostenibles para los ecosistemas acuaticos, destacando entre otros, los sistemas de acuicultura
multitrofica integrada (AMTI) (Guerrero & Cremades 2012; Hernandez et al., 2005; Neori et
al., 2004; Nobre et al., 2010).

Los sistemas de acuicultura multitrofica integrada son una de las lineas mas prometedoras de
investigacion y desarrollo hacia la sostenibilidad de la acuicultura. En ellos, se combina la
acuicultura extractiva de las algas con la acuicultura animal, creando sistemas balanceados en
los que los desechos de una especie son reciclados, convirtiéndose en recursos para otras.

(Chopin et al., 2001).
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En los ecosistemas marinos y dulceacuicolas las algas son organismos biofiltradores por
excelencia de nutrientes inorganicos como son los nitratos y fosfatos, causantes principales de
la eutrofizacion de las aguas. Es por ello que las algas son un elemento muy importante en los
sistemas AMTI, no solo por la reduccion de la carga de nutrientes proveniente de los efluentes
de organismos animales (Del Rio et al., 1996), sino porque también producen mejoras en otros
aspectos como es el caso del oxigeno disuelto, el pH y los niveles de COz2 en el agua, asi como
reducir los riesgos de enfermedades debido a la aparicion de bacterias patdgenas y oportunistas

en sistemas de recirculacion. (Hernandez et al., 2008; Pintado et al., 2017).

Gracias a estudios previos (Liining & Pang, 2003; Neori et al., 1991; Neori, 1996; Schuenhoff
et al., 2003; Wang et al., 2007) se ha visto que las especies del género Ulva Linnaeus son
potencialmente ideales para la biofiltracion de los efluentes acuicolas e inclusion en los
sistemas AMTI, debido a una serie de caracteristicas: soportan salinidades variables, toleran
altas concentraciones de nutrientes, muestran una alta tasa de crecimiento y eficiencia
biofiltradora y son facilmente cultivables mediante técnicas sencillas como la propagacion

vegetativa.

Ademas, estas especies son interesantes por su valor y potencialidad de uso: presentan un alto
contenido en proteinas, carbohidratos, fibra, vitaminas, minerales, compuestos bioactivos y
bajo contenido en lipidos, que las hace interesantes tanto en alimentacion humana como en la
propia alimentacién de los cultivos, permitiendo la elaboracion de piensos bajos en grasas y
con tasas de aceptacion mas altas. (Plaza et al., 2008). También son utilizadas para la creacion
de materiales como biocauchos o la generacion de biocombustibles entre otras aplicaciones.

(Carrasco, 2008; Montingelli et al., 2015).

Las algas son organismos fotosintéticos y es por ello que la luz, entre otros, es una de las
variables mas importantes en su cultivo. Dependiendo de la intensidad y longitud de onda de la
luz, pueden verse afectadas sus tasas de crecimiento, su composicion quimica, asi como sus

propiedades nutritivas. (Sanchez-Saavedra et al., 2016).

De esta manera, la productividad de los sistemas dependerd de los diferentes tipos de luz
utilizados, no solo por la calidad de la fuente de iluminacién sino también por el consumo
energético que esta supone para la planta de cultivo. Por ello, se esta incentivando el empleo

de nuevos sistemas de iluminacion de menor consumo energético con alta eficiencia, entre los
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que destacamos las luces de tipo LED. En los ultimos afios, la utilizacién de luces LEDs ha
aumentado notablemente, haciendo que su mercado incremente generando una amplia variedad
de marcas y modelos con menor potencia, pero con intensidades luminicas mayores,
ocasionando como resultado una reduccion en el coste energético en dichas instalaciones

(Laster et al., 2020).

Los sistemas de iluminacién LED tienen una serie de ventajas con respecto a los sistemas de
iluminacion tradicional (Alvarez-Gomez et al., 2016): una elevada eficiencia debido a su alta
luminosidad por energia consumida, poseen una gran disipacioén térmica, presentando una
mayor durabilidad y vida util (Glemser et al., 2016; Lopez-Rosales et al., 2016; Montesdeoca
et al., 2020) y se puede programar de forma sencilla, asi como realizar muy facilmente distintas

combinaciones espectrales.

Numerosos estudios se han centrado en estudiar la intensidad de luz y la manipulacion de los
nutrientes para optimizar el crecimiento de las algas, pero pocos han sido los que han
investigado sobre el efecto producido en las algas bajo la exposicion a diferentes espectros de

luz.

OBJETIVO

Basandose en todo lo anterior, el objetivo de este trabajo consistido en estudiar los efectos
ocasionados por diferentes tipos de luces LED sobre Ulva ohnoi en la tasa de crecimiento,
capacidad de biofiltracion y la cantidad de clorofilas que presenta la biomasa obtenida. Con la
finalidad de encontrar una fuente de iluminacién que permita obtener la mayor productividad,

calidad del cultivo y capacidad de biofiltracion con el menor coste energético posible.
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MATERIAL Y METODOS

Especie estudiada

En este estudio se ha utilizado la especie Ulva ohnoi Hiraoka & Shimada (Figura 1) (Ulvales,
Chlorophyta), siendo la especie mas adecuada para el desarrollo de cultivos integrados con
peces (lenguado senegales)-macroalgas en sistemas de recirculacion de agua (AMTI-RAS)

(Casais et al., 2017).

Esta especie fue originalmente descrita en las costas japonesas, aunque se ha visto que tiene
una distribucién practicamente cosmopolita en aguas meridionales calidas y con alta intensidad
luminica (Hiraoka et al., 2003; Miladi et al., 2018). En cuanto a sus caracteristicas morfologicas
destacan sus talos de color verde vivo y brillante, laminares diestromaticos con forma orbicular,
ovada u obovada, en ocasiones irregular, los cuales se fijan al sustrato mediante un pequeno
disco. Presentan un grosor que oscila entre 30-55 pm en la zona apical y media, y entre 80-90
um en la zona basal. La lamina suele ser lisa en su margen, pero puede presentar protuberancias
pequeiias originadas por células voluminosas o, incluso, suelen tener dientes marginales
observables al microscopio. En las regiones apicales se encuentran células de gran tamano
poligonales o cuadrangulares, donde el cloroplasto posee de 1 a 3 pirenoides por célula

(Hiraoka et al., 2003).

Al igual que el resto de especies del mismo género, presenta un ciclo de vida digenético, haplo-
diplofasico, diplobiontico y con alternancia isomorfica de generaciones (Figura 2). También
puede reproducirse por simple fragmentacion y ser capaz de vivir en suspension, por lo que es

una especie capaz de formar mareas verdes si las condiciones del medio lo favorecen.
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Figura 1: Ejemplar silvestre de Ulva onhoi Hiraoka & Shimada
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Figura 2: Ciclo biologico de Ulva (Cremades Ugarte et al., 2002)
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Cultivo stock

Los ejemplares empleados en los distintos ensayos proceden del cultivo en suspension en
tanques de 160L con aireacion, temperatura de 18 + 1,5°C, fotoperiodo de 12:12 horas (luz:
oscuridad) y salinidad 34%o, compensando las pérdidas por evaporacion anadiendo agua dulce,

de una poblacidn silvestre recolectada en octubre de 2015 en la isla de Santa Cristina Huelva).

La identificacion de la especie se realizd en base a sus caracteristicas morfologicas y

moleculares mediante la secuenciacion del gen rbcl.

Medios de cultivo

El medio de cultivo del stock consisti6 en agua de mar enriquecida con 20 mg - L! de nitrgeno
a partir de NaNO3, 1 mg - L' de fosforo a partir de NaH2PO4 y 0,5 ml - L' de solucién de

oligoelementos (Tabla 1).

Tabla 1: Composicion quimica de la solucion de oligoelementos.

Na;EDTA - 2H,0 14
Fe(NH4)2(SO4): - 6H>0 14
MnSO; . 4H,0 1,6
FeCl;. 6H,0 0,5
ZnSO0s. 7TH,0 0,2
CoS0y. 7TH,0 0,05

Disefio experimental

Se llevaron a cabo dos experimentos: uno en el que los diferentes colores de luz (roja, azul,
magenta y blanca) incidian sobre el cultivo con una misma intensidad luminica de radiacion
PAR (350 umol-m?-s™!) y el otro donde los diferentes tratamientos se encontraban a la misma

altura (28 cm) y, por tanto, a diferentes intensidades luminica. Evidentemente en ambos casos
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el gasto energético por color de luz y unidad de superficie es el mismo. En la tabla 2 se muestra

de manera global las caracteristicas de cada luz en cada una de las experiencias.

Tabla 2: Resumen de las caracteristicas de cada una de las experiencias.

Consumo 11,9 W/h 15,0 W/h 22,4 W/h 28,3 W/h

Distancia para una Intensidad luminica de 350 pmol-m-s!

Luz Azul-Luz Roja 28 cm 9cm
Luz Azul-Luz Magenta | 28 cm 28cm
Luz Azul- Luz Blanca |28 cm 36cm

Intensidad luminica a una distancia de 28 cm entre los LED y las placas de cultivo

Luz Azul-Luz Roja 350 umol-m™s! |120 umol-m™?-s™!
Luz Azul-Luz Magenta | 350 pmol-m™2-s’! 420 umol-m2-s!
Luz Azul- Luz Blanca | 350 pmol-m™2-s’! 550 pmol-m>s™!

Para cada tratamiento de luz, se utilizaron 8 placas para cultivos celulares de seis pocillos de
10 ml de la marca Falcon, mantenidas en una camara de simulacién ambiental Liebherr con
unas condiciones de temperatura de 18 + 0,2 °C, una agitacion de 50 rpm mediante un agitador
Skyline shaker Dos-20L, iluminacién con Led MaxiLED y un fotoperiodo de 12:12 de luz:

oscuridad.

En cada pocillo de las placas se cultivo un disco de 2 cm de didmetro obtenido de la zona apical-
media de los ejemplares de Ulva ohnoi mediante perforacion de la [dmina con un sacabocados
(cilindro de acero inoxidable). De esta manera, para cada tratamiento teniamos un total de 48

discos o réplicas.
En ambos experimentos, uno a igual intensidad y otro a igual distancia se enfrentaron dos a dos

los distintos tipos de luces: luz azul con luz roja, luz azul con luz magenta y, finalmente, luz

azul con luz blanca.
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Cada una de las experiencias se llevd a cabo a lo largo de 11 dias, durante los cuales se
realizaron las siguientes actividades:

- Los cuatro primeros dias fueron de aclimatacion, donde la biomasa se acondiciona a las
nuevas condiciones luminicas. Durante estos dias el medio utilizado era el del cultivo
stock.

- El quinto dia se tomo el peso humedo de los discos para obtener el peso inicial, se les
afiadi6 el nuevo medio y se cultivaron en estas condiciones durante una semana
realizando el cambio de medio cada dos dias guardandose muestras de agua para su
posterior andlisis (consumo de N y P).

- Al final de la experiencia (dia 11) se toman los datos de peso himedo finales para asi

poder calcular la tasa de crecimiento tras la aclimatacion

Las placas se rotaron todos los dias en sentido horario para que todas recibieran la misma
cantidad de luz. Finalmente, las muestras fueron aclaradas en agua destilada, secadas en estufa
de tiro forzado (Memmert UF75) a baja temperatura y guardadas para posteriores analisis de

pigmentos y composicion quimica.

Determinacidn de nitrégeno v fosforo

El analisis de nitrogeno y fosforo se realizd con un espectrofotometro HP 8433 UV-Visible

(Figura 3).

El nitrogeno se determind mediante el método APHA (1992), basado en la lectura de

absorbancia del 16n nitrato a 220 nm (ultravioleta).
El fosforo se determind con el método de Grasshoff et al., (1999), siendo un método

colorimétrico basado en la reduccion y unidén del molibdeno y fosfato, y posterior lectura de

absorbancia a 880 nm (visible).
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Figura 3: Espectrofotometro UV- visible utilizado en los analisis (imagen izquierda),

reaccion del método de Grasshoff et al., en los analisis de fosforo (imagen derecha).

Determinacion de la tasa de crecimiento v biofiltracion.

Para calcular la tasa de crecimiento relativo (TCR, %/dia) se midid el peso himedo de cada
uno de los discos mediante una bascula de precision (RadWan Ps600.R2.), retirando

previamente el exceso de agua con papel de filtro.

La tasa se calcula seglin la siguiente ecuacion:

TCR = (100 *In (1%) )/t

Siendo:
- Pt: Peso final
- Po: Peso inicial

- t=Tiempo transcurrido (dias)

La biofiltracion se determind mediante las medidas realizadas de nitrogeno y foésforo
mencionadas anteriormente, proporcionando informacion sobre el consumo de nutrientes por
parte del alga a medida que suceden los dias y, por tanto, a medida que va aumentando su

biomasa.

Para la tasa de asimilacion (TA, ppm/dia) se utiliz6 la siguiente ecuacion:

Ci—Cf
t

TA =
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Siendo:

- Ci: Concentracion inicial de nutriente
- Cf: Concentracion final de nutriente

- t: Tiempo transcurrido (dias)

En cuanto a la eficiencia de biofiltracion (EB, % retirado) se utilizé la ecuacion:

Ci—Cf

l

EB=( )*100

Siendo:

- Ci: Concentracion inicial de nutriente

- Cf: Concentracion final de nutriente

Determinacion de clorofilas

Las clorofilas a, b y los carotenoides se determinaron cuantitativamente mediante métodos

colorimétricos que emplean la acetona y el espectrofotometro HP 8433 UV-Visible.

Para calcular la concentracion de clorofilas a y b, presentes en el extracto se utilizan las

formulas:

Concentracion clorofila a (%) = 0.0127 (Abs 663) — 0.00269 (Abs 645)

Concentraciéon clorofila b (%) = 0.0229 (Abs 645) — 0.00468 (Abs 663)

Para calcular la concentracion de carotenoides totales (g/l) presentes en el extracto se hard

mediante la formula:

Carotenoides = (Abs 460 [(clorofila a) * 3.69) + (clorofila b) * 130.3)]) / 200
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Andlisis estadistico.

Para todos los parametros analizados se calcularon las medias y sus desviaciones estandar. En
el estudio del efecto de los diferentes tipos de luz sobre el crecimiento de U.ohnoi la hipotesis
de que el crecimiento no es diferente entre los distintos niveles de luz ensayados se analizd

mediante un andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) a un nivel de significacion del 95%.

Cuando la hipotesis nula es rechazada, se utiliza el test de rango multiple de Tukey para analizar
qué tipos de luz tienen distintos efectos sobre el crecimiento de U. ohnoi. Dicho test se aplica
en todos los casos con un nivel de significacion del 95% (p-valor <

0.05)

El programa estadistico utilizado para el analisis de los datos fue el Minitab 18 y los

graficos se realizaron con el programa Microsoft Excel 2010.
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RESULTADOS

Tasa de Crecimiento:

Intensidad Luminica 350 umol-m?>-s’!

En el siguiente grafico (Figura 4), podemos ver las distintas tasas de crecimiento obtenidas con
las tres combinaciones de luces realizadas con las mismas intensidades luminicas. Estas tasas
oscilaron entre 6 + 0,24 y 9,9 + 0,20 %/dia. Se observaron diferencias significativas (p-valor <
0,05) en las experiencias de luz azul-luz roja, presentando una mayor tasa la azul y en luz azul-
luz blanca, siendo en este caso mayor para luz blanca. En el caso de luz azul-luz magenta no se

encontraron diferencias significativas (p-valor = 0,78).

TASA DE CRECIMIENTO (%/dia)

M Luz azul ®Luzroja B Luz azul ®Luz magenta ® Luz azul © Luz Blanca

*

-

=
o

S B N W A U1 O N O VO

Figura 4: Graficos de la tasa de crecimiento (%/dia) para las tres combinaciones de luz
realizadas a una intensidad luminica de 350 pmol-m™-s™'. El asterisco (*) indica aquellos

casos en los que se encontraron diferencias significativas.
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Distancia de 28 cm entre los LED v las placas de cultivo y diferentes intensidades.

En el siguiente grafico (Figura 5), podemos ver las tasas de crecimiento obtenidas en las tres
combinaciones de luces realizadas con mismas distancias. Estas tasas oscilaron entre 5,3 = 0,20
y 9,1 £ 0 %/dia. En este caso, se observaron diferencias significativas (p-valor < 0,05) para

todas ellas. Siendo en los tres casos mayor la tasa de crecimiento al utilizar la luz azul.

TASA DE CRECIMIENTO (%/dia)

k
*
*
I I T

®Luzazul ®Luzroja H Luz azul M Luz magenta W Luzazul * Luzblanca

[u=y
(==}

S = N W s U1 N 0 O

Figura 5: Gréficos de la tasa de crecimiento (%/dia) para las tres combinaciones de luz
realizadas a una distancia de 28 cm entre los LED y las placas. El asterisco (*) indica aquellos

casos en los que se encontraron diferencias significativas.
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Tasa de asimilacion

Intensidad Luminica 350 umol-m?>-s’!

- Como se puede apreciar en la figura 6 existen diferencias significativas en la tasa de
asimilacion de nitrogeno entre la luz azul - luz roja (p-valor = 0,000) y luz azul - luz
magenta (p-valor = 0,000), teniendo una tasa media mayor para la luz azul: de 4,8 y 8,3
%, respectivamente. En la experiencia de luz azul - luz blanca no se obtuvo una

diferencia significativa (p-valor = 0,214), aunque la media es mayor para la luz azul.

TAN (mg-1-1-t'1)

10

*

N

H Luz azul ®Luzroja H Luz azul M Luz magenta B Luzazul © Luzblanca

Figura 6: Graficos de la tasa de asimilacion (mg-1"!-t!) del nitrogeno para las tres
combinaciones de luz realizadas a una intensidad luminica de 350 pmol-m™-s™!. El asterisco

(*) indica aquellos casos en los que se encontraron diferencias significativas.
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- Como se puede apreciar en la figura 6 para la tasa de asimilacion de fosforo existen
diferencias significativas entre la luz azul- luz magenta (p-valor = 0,021) y luz azul —
luz blanca (p-valor = 0,000). En cambio, al comparar la luz azul con la luz roja no se

encontraron diferencias significativas (p-valor = 0,072).
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Figura 7: Graficos de la tasa de asimilaciéon (mg-1"!-t)) del fosforo para las tres
combinaciones de luz realizadas a una intensidad luminica de 350 pmol-m™-s™!. El asterisco

(*) indica aquellos casos en los que se encontraron diferencias significativas.
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Distancia de 28 cm entre los LED v las placas de cultivo y diferentes intensidades.

- Como se puede apreciar en la figura 8 existen diferencias significativas en la tasa de
asimilacion del nitrogeno entre la luz azul — luz roja (p-valor =0,000) y luz azul — luz
magenta (p-valor = 0,000), teniendo una tasa media mayor para la luz azul: 5,75y 7,45
%, respectivamente. En la experiencia de luz azul — luz blanca no se obtuvieron
diferencias significativas (p-valor = 0,119), aunque la media es mayor para la luz azul

(5,95).
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Figura 8: Graficos de la tasa de asimilacion (mg-1"!-t")) del nitrégeno para las tres
combinaciones de luz realizadas a una distancia de 28 cm entre los LED y las placas. El

asterisco (*) indica aquellos casos en los que se encontraron diferencias significativas.
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- Como se puede apreciar en la figura 9 se observa que existen diferencias significativas
en la tasa de asimilacion del fosforo para todas las combinaciones de colores (p-valor =
0,000); siendo la media superior en todos los casos para la luz azul: 0,44, 0,47 y 0,43

%, respectivamente.
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Figura 9: Gréficos de la tasa de asimilacion (mg-1"'-t™!)) del fosforo para las tres
combinaciones de luz realizadas a una distancia de 28 cm entre los LED y las placas. El

asterisco (*) indica aquellos casos en los que se encontraron diferencias significativas.
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Eficiencia de la biofiltracion.

Intensidad Luminica 350 umol-m?>-s’!

- Como se puede observar en la figura 10 se observaron diferencias significativas en la
eficiencia de biofiltracion de nitrato entre luz azul — luz roja (p-valor = 0,000) y luz azul
—luz magenta (p-valor = 0,000), siendo mayor en ambos casos para la luz azul, con una
media de 24 y 82,2 %, respectivamente. En cambio, al combinar luz azul — luz blanca

no se encontraron diferencias significativas a este respecto (p-valor de 0,214).
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Figura 10: Graficos de la eficiencia de la biofiltracion (%) del nitrégeno para las tres
combinaciones de luz realizadas a una intensidad luminica de 350 pmol-m™-s™'. El asterisco

(*) indica aquellos casos en los que se encontraron diferencias significativas.
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- Como se puede observar en la figura 11, se observaron diferencias significativas en la
eficiencia de biofiltracioén de fosforo en las comparaciones entre luz azul — luz magenta
(p-valor = 0,021) y luz azul — luz blanca (p-valor = 0,000). Encontrando una mayor
eficiencia media de biofiltracion para la luz azul en ambos casos: 97,7 y 80,0 %,
respectivamente. Para la combinacion de luz azul — luz roja, no se encontraron

diferencias significativas (p-valor = 0,057).

EBP (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

H Luz azul ®Luzroja ® Luz azul MLuz magenta ELuzazul Luzblanca

Figura 11: Gréficos de la eficiencia de la biofiltracion (%) del fosforo para las tres
combinaciones de luz realizadas a una intensidad luminica de 350 umol-m™-s™!. El asterisco

(*) indica aquellos casos en los que se encontraron diferencias significativas.
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Distancia de 28 cm entre los LED v las placas de cultivo y diferentes intensidades.

- Como se puede observar en la figura 12 se observaron diferencias significativas en
cuanto a la eficiencia de biofiltracion de nitrogeno entre luz azul — luz roja (p-valor =
0,000) y luz azul — luz magenta (p-valor = 0,000), siendo mayor en ambos casos para la
luz azul, con una media de 48,9 y 64,7 %, respectivamente. En cambio, en la
combinacion luz azul — luz blanca no se encontraron diferencias significativas (p-valor

=0,119).
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Figura 12: Graficos de la eficiencia de la biofiltracion (%) del nitrégeno para las tres
combinaciones de luz realizadas a una distancia de 28 cm entre los LED y las placas. El

asterisco (*) indica aquellos casos en los que se encontraron diferencias significativas.
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- Como se puede observar en la figura 13, en todos los casos se observan diferencias
significativas en la eficiencia de biofiltracion de fosforo: luz azul — luz roja (p-valor =
0,000); luz azul — luz magenta (p-valor = 0,000) y luz azul — luz blanca (p-valor =
0,000). Para todas ellas era mayor para la luz azul, siendo las medias de 71,2, 93,1 y

96,2 %, respectivamente.
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Figura 13: Graficos de la eficiencia de la biofiltracion (%) del fosforo para las tres
combinaciones de luz realizadas a una distancia de 28 cm entre los LED y las placas. El

asterisco (*) indica aquellos casos en los que se encontraron diferencias significativas.
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Clorofilas

En cuanto al contenido en clorofilas y carotenoides en la experiencia a una misma intensidad
luminica se encontraron diferencias significativas entre la luz azul y la luz roja en el contenido
de clorofila a (p-valor = 0,012), asi como en las clorofilas totales (p-valor = 0,046). Entre la luz
azul y luz blanca se encontraron diferencias significativas (p-valor = 0,000) para la clorofila a,
clorofila b, clorofilas totales y carotenoides. Entre la luz azul y magenta no se encontraron
diferencias significativas en ningun caso. En cambio, para la experiencia donde la intensidad
luminica era diferente en cada tipo de tratamiento no se encontraron diferencias significativas
para la concentracion de clorofilas y carotenoides en ninguno de los casos. En la tabla 3 se

muestran los diferentes valores obtenidos para los pigmentos fotosintéticos.

Tabla 3: Valores de los diferentes pigmentos fotosintéticos para las tres combinaciones de
luz tanto para la misma intensidad como distancia. En rojo se muestran los valores que dieron

diferencias significativas.

Intensidad luminica de 350 pmol-m? s !

Luz azul-Luz roja Luz azul-Luz magenta Luz azul-Luz blanca
Clorofila a (ug/g) 2,08 1,36 1,81 1,84 1,34 2,37
Carotenoides (ug/g) 2,15 1,59 1,99 2,09 1,36 2,47
Clorofila b (ug/g) 3,25 2,41 1,74 1,22 2,06 3,74
Clorofilas totales (ug/g) | 5,28 3,77 2,77 1,97 3,40 6,10

Distancia de 28 cm entre los LED y las placas de cultivo

Luz azul-Luz roja Luz azul-Luz magenta Luz azul-Luz blanca
Clorofila a (ug/g) 0,39 0,38 1,64 1,51 1,19 1,41
Carotenoides (ug/g) 0,31 0,44 1,75 1,65 1,39 1,66
Clorofila b (ug/g) 0,47 0,67 2,65 2,50 2,10 2,51
Clorofilas totales (ug/g) | 0,86 1,05 4,29 4,01 3,28 3,93
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DISCUSION

Las luces LED han revolucionado por completo la iluminacion disponible para uso en
acuicultura. En comparacion, la iluminacion fluorescente emite un espectro general y completo
que alcanza una banda correcta para todas las macroalgas, pero también tiene mucha luz
sobrante que las algas no necesitan para crecer, lo cual se convierte en energia desperdiciada,
mientras las luces LED emiten un espectro mas especifico y su consumo, ademas, es muy

inferior.

La intensidad luminica es uno de los puntos claves relacionados con la luz, siendo un factor
importante para mejorar el crecimiento. En estudios previos del laboratorio se observo que la
intensidad optima para el cultivo de discos de Ulva onhoi en este tipo de pocillo se encontraba
en unos 350 umol-m-s™!, de ahi el disefio de la primera experiencia, encontrandose que habia
grandes diferencias de distancia a las placas con tada tipo de luz para alcanzar dicha intensidad.
Es por ello que se hizo la segunda experiencia a la misma distancia para estimar el mejor
aprovechamiento energético real. En la mayoria de los casos comparados en ambas
experiencias se encontraron diferencias significativas tanto para el crecimiento como para las
tasas de asimilacion y eficiencia de biofiltracion de N y P a favor de la luz azul. En algunos
casos no habia diferencias entre el uso de luz azul y luz magenta o, incluso, se obtuvieron
mejores resultados con luz blanca (Fig. 4). Sin embargo, hay que tener en cuenta que el
consumo de la luz magenta y la luz blanca es 2 y 3 veces superior a la azul (Tabla 2). Es curioso
que en el caso de la experiencia a misma distancia el crecimiento con luz azul es
significativamente superior que con la luz blanca (Fig. 5); esto puede ser debido a que la alta
intensidad de la luz blanca a esa distancia pueda resultar en algun efecto de fotoinhibicion. Si
comparamos los datos de clorofilas y carotenoides en ambas experiencias con luz blanca se
observa que cuando esta es elevada (experiencia de misma distancia) los valores de todos los
pigmentos se reducen casi a la mitad (Tabla 3), lo que parece probar que esa fotooxidacion esta

ocurriendo.

Los experimentos de crecimiento de Ulva ohnoi realizados con luces LED bajo la intensidad
de luz de 350 umol - m? - s’ revelaron que las luces LED azules y blancas eran mas efectivas
para el crecimiento de algas que la luz LED roja pura, lo mismo que ocurre en otros ensayos
realizados con anterioridad (Huang et al., 2021). Los dispositivos de luz LED rojos por si solos

produjeron tasas de crecimiento mucho mas bajas que otros tipos de LEDs. Estudios similares
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con Ulva lactuca muestran resultados donde los LED azules contribuyen a las tasas de
crecimiento mas altas, mientras que los LED rojos condujeron a las tasas de crecimiento mas
bajas (Gong et al., 2020). Esto podria explicarse debido a que los fotones de una longitud de
onda mas corta tienen mayor probabilidad de golpear el complejo captador de luz de las células
fototréficas y, por tanto, tener mayor eficiencia fotosintética (Das et al., 2011). Ademas, la luz
azul no sélo interviene en la fotosintesis y en la activacion de la energia, sino que también
puede controlar la sintesis de clorofilas y enzimas, formacion de cloroplastos (Senger & Bauer
1987, Le et al., 2018), asi como la activacion de enzimas y regulacion de la transcripcion de

genes (Ruyters, 1984).

Ademas, el aumento de crecimiento para la luz blanca puede explicarse debido a que dicha luz
se compone de varias longitudes de onda y, por tanto, abarca todo el rango de actuacion de los
diferentes pigmentos, a diferencia de las luces monocromaticas que presentan un espectro mas
reducido. Por otro lado, aunque no se encontraron diferencias en el crecimiento entre la luz azul
y la luz magenta, cuando hablamos de tasas de biofiltracion de nutrientes, se obtuvieron mejores
resultados para la luz azul. En este caso, donde no se encuentra una luz que sobresalga de la
otra conviene entonces hablar del consumo de los diferentes tipos de luces. Como se puede
observar en la tabla 2, el consumo de cada tipo de luz es diferente, presentando valores mayores
para luz blanca (28,3 W) y menores para luz azul (11,9 W). Con esta informacién, cuando no
se encuentran diferencias muy significativas entre los resultados obtenidos con la luz azul frente
a la magenta o blanca se debe apostar por el uso de luz azul ya que es mucho mas econdmica:

11,9 w/h frente a los 22,4 w/h y 28,3 w/h de las luz magenta y blanca, respectivamente.

De todo el espectro electromagnético de luz solo una fraccion comprendida en el rango de
longitudes de onda de 400 a 700 nm se usa en la fotosintesis. Esta fraccion también es conocida
como radiaciéon fotosintéticamente activa o PAR. (Korbee et al., 2005; Le et al., 2018). Las
longitudes de onda absorbidas por las algas son diferentes segun la especie, pero las algas
verdes como en este caso Ulva onhoi absorben la energia de la luz a través del pigmento
principal que son las clorofilas en el rango de 450-475nm y 630-675nm y de los pigmentos
accesorios como son los carotenoides a 400-550nm. (Kim et al., 2013). Trabajos anteriores han
demostrado que la iluminacién con diferentes longitudes de onda de luz especifica no solo
mejora el crecimiento del alga, sino también influyen en la acumulacién de productos de alto
valor econdmico, como distintos polisacaridos o pigmentos (Chainapong et al., 2012; Ho et al.,

2014; Kim et al., 2013,).
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Al igual que para el crecimiento, la luz es importante cuando hablamos de sintesis de clorofila,
debido a que se encuentra regulada por interacciones entre los fotorreceptores y sus formas
fotoconvertibles y el rango de longitudes de onda especificas (Le et al., 2018; Terry 1986). El
uso de LEDs suministra rangos de longitud de onda especificos, como se ha podido ver en este
ensayo, de los cuales podemos destacar el azul, el rojo y el blanco capaces de ser captados por
clorofilas y otros receptores como fitocromos o criptocromos (Schulze et al., 2014). Este efecto
de la fuente de luz sobre el metabolismo de las células algales puede explicarse a través de la
composicion espectral de la luz emitida por los complejos captadores de luz de algas verdes y
plantas superiores (Matthijs et al., 1996) como es en nuestro caso Ulva ohnoi, filogenéticamente

dentro del reino Plantae.

La riqueza en pigmentos fotosintéticos en Ulva ohnoi en las distintas experiencias no mostro
muchas diferencias significativas, pero si podemos hacer notar que la concentracion de
clorofila a fue significativamente mayor bajo la influencia de luz roja y luz azul en comparaciéon
con los otros tipos de luz. Autores anteriores ya hicieron notar que otras algas verdes como
Ulva prolifera 'y U. lactuca tenian un mayor contenido en clorofila a en el cultivo bajo luz LED
roja en comparacion con las luces LED blancas y azules (Takada et al., 2011; Gong et al.,
2020). Por otro lado, estudios como el de Lopez-Figueroa y Niell (1989) y Le et al. (2018)
demostraron que la sintesis de clorofilas se encuentra inducida bajo luz azul para Ulva rigida y

U. pertusa.
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CONCLUSION

Los resultados de nuestros experimentos indican que las luces LED azules y blancas son una
mejor fuente de luz que los LED rojos para el cultivo en tanque de Ulva ohnoi debido a su
mejora en el crecimiento y tasas de biofiltracion de N y P, destacando la azul tabto por sus
mejores resultados en general como su mucho menor consumo energético. Nuestros resultados
enfatizan la importancia de la seleccion de la adecuada fuente de luz en el cultivo de macroalgas

en sistemas indoor.
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