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RESUMEN.

Esta investigacién centrd su objetivo en evaluar si existe una preferencia por las macroalgas verdes,
pardas y rojas por una fuente de nitrégeno (N) inorganico. Para ello se utilizé al sulfato de amonio
[(NH4"),S0,] y al nitrato de sodio [NaNO;] como fuente; en base a ello, se probaron si las fertilizaciones
a corto plazo incrementan el contenido protéico en Ulva lactuca (verde), Eisenia arborea (parda) y
Chondracanthus squarrulosus (roja). Para estimar el tiempo que requieren las macroalgas en
incrementar su contenido proteico se aplicaron tres tratamientos: a) Sin fertilizar con 100% de
irradiancia, b) Fertilizado con 100% de irradiancia, y c) Fertilizado con 0% de irradiancia. Para conocer el
N proteico asimilado por las macroalgas, las proteinas formadas se insolubilizaron con A&cido
tricloroacético, evaluando el N libre o N no proteico. La cinética de asimilacidon de N, mostré preferencia
por el (NH,"), SO, para las tres macroalgas. El mayor consumo de N en sus dos formas correspondié al
alga verde U. lactuca con 29.87 pmol g de peso seco por hora (ps™ h™) para NaNO; y 211.11 pmol g ps™*
ht para (NH;"), SO.. La fertilizacién con NH," permitié incrementar el nivel de N en las tres especies; en
U. lactuca en 13.23% a las 24 horas, E. arborea un 10.71% a las 48 horas y en C. squarrulosus en un
18.65% a las 36 horas. El ANOVA con una Feit (00 = 95%) indicod que en los tres casos existen diferencias
significativas entre tratamientos. El porcentaje de N no proteico evaluado para las tres especies estuvo
en el intervalo de 0.04 —0.13 % y después de aplicar el factor de correccion; U. lactuca tuvo el contenido
mas alto de N (1.84%), un contenido intermedio se presentd en E. arborea (1.72%) y el mas bajo fue
para C. squarrulosus (1.46%). Este estudio demuestra la factibilidad de incrementar el valor nutrimental

de las macroalgas en periodos de 24 a 48 horas.

Palabras claves: Cultivo de Macroalgas, asimilacion de nitrégeno, cinética de asimilacion, Ulva, Eisenia, Chondracanthus.
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INTRODUCCION.

Las macroalgas marinas son la dieta principal de varios herbivoros de interés comercial como el abulény
el erizo. El crecimiento de estos organismos se relaciona en forma directa con la cantidad de proteina
gue contienen las macroalgas. El conocimiento del contenido de proteinas en las macroalgas marinas es
el principal elemento para determinar su valor nutrimental para ser consideradas en las dietas de
organismos en cultivo. Sin embargo, el contenido de proteina en las algas marinas varia de acuerdo a la
especie, el medio ambiente donde se desarrolle y la estacionalidad (Fowden, 1962, Hanisak, 1983,
Lobban y Harrison, 1994). Dada la gran variabilidad que presenta el contenido de proteina en las
macroalgas, se han hecho estudios para conocer con detalle la composicién quimica de ciertas especies
de interés comercial (Castro-Gonzilez et al, 1994, Norziah y Ching, 2000, Lourenco et a/, 2002,
Banerjee et al, 2009, Ratana-arporn y Chirapart, 2006, Hernandez-Carmona et al, 2009, Nirmal Kumar
et al, 2010, Yaich et al, 2011, Frikha et al, 2011, Padraigin y FitzGerald, 2013, entre otros) y determinar
su factibilidad como fuente alterna de compuestos naturales biofuncionales (proteinas, péptidos y
aminoacidos principalmente). En términos generales se ha reportado que las algas rojas contienen un
mayor nivel de proteina el cual puede fluctuar entre el 8%-47% del peso seco, las algas verdes de 8.5%-
28%, mientras que las algas pardas de 5%-15% (Burtin, 2003, Dawczynski et al, 2007, Hernandez-

Carmona et al, 2009).

Por especie, las caracteristicas genéticas regulan las capacidades del organismo en la absorcién de
nutrientes del medio, pero existen factores ambientales que pueden influenciar en la fisiologia del
organismo. La asimilacién de nutrientes, asi como el crecimiento celular, pueden variar con factores
como la luz, la temperatura y fuente de nutriente por mencionar algunos; cualquier condicién ambiental
que limite la energia celular puede disminuir la asimilacion de nutrientes y como consecuencia afecta el

crecimiento celular (DeBoer, 1981, Lobban y Harrison, 1994).

La cantidad y calidad de luz influye en la fotosintesis, el crecimiento, desarrollo y la morfogénesis del
alga (LUning, 1990, Korbee et a/, 2005) Las plantas incrementan sus pigmentos fotosintéticos cuando la
irradiancia disminuye y cuando la disponibilidad del nitrégeno (N) aumenta (Kopczak, 1994). Como
ejemplo esta el alga verde Ulva fasciata Delile que en 10 dias de cultivo bajo condiciones limitadas de
luz, se detectd que el contenido de clorofila a fue el doble que en condiciones de luz alta. Ademas se vio

gue la tasa de consumo de NO; presentd un comportamiento inversamente proporcional a los niveles



de luz; bajo condiciones limitadas de luz el consumo fue de 640.1 + 29.7 umol g ps' d 7, y en

condiciones altas de 439.0+ 38.2 umol g ps d ™ (Lapointe y Tenore, 1981).

Por otra parte, la temperatura afecta el metabolismo aumentando o disminuyendo la velocidad de la
absorcion de los nutrientes. Los dptimos de temperatura puede variar entre especies, asi como en los
estadios de vida (Edding et a/, 2006). En un trabajo con Fucus spiralis, Topinka (1978) observd que el
consumo de nitrato (NO;) y amonio (NH,") presenta una tendencia hiperbdlica en cultivos a 5y 10 °C.
Sin embargo, a 15 °C se observé una forma lineal en el consumo de N, a medida que aumentaba la
concentracién del medio. Esto muestra, como las curvas de asimilacion de N en una misma especie

pueden verse influenciadas por la temperatura.

Nishihara et al (2005), realizdé un estudio especifico donde se evidenciaba el efecto sobre la
incorporacién de NO; y NH," a diferentes concentraciones de luz para Laurencia brongniartii J. Agardh,
finalmente los resultados evidenciaron una diferencia significativa en la incorporacién de la fuente. Las
tasas de consumo para nitrato presentd una saturacion y en irradiancias por arriba de 40 pmol fotén m™
s las plantas exhibieron una pérdida de pigmento en su tejido. En contraste, el consumo de amonio
mostré una tendencia de aumento en ambas irradiancias (15 y 40 umol fotén m™ s?), se observé

blanquemiento en alta irradiancia.

En zonas costeras templadas, generalmente, la disponibilidad de nitrégeno inorganico a finales de
primavera y durante el verano, es el principal factor limitante en la produccidon de macroalgas (Okhyun,
1998). En condiciones naturales el NO; y NH," son las principales fuentes de nitrégeno. El consumo varia
de acuerdo a la especie y a la cantidad disponible en el medio natural, pudiendo actuar en diferentes
escalas de tiempo (McGlathery et al, 1996). Las macroalgas pueden utilizar ambas fuentes de nitrégeno,
pero no todas pueden aprovecharlas de igual forma (Hanisak, 1990). Algunas investigaciones evidencian
que al presentarse ambas compuestos quimicos (NO; y NH,"), existe un preferencia por NH," en algunas
especies debido al bajo costo energético que implica su incorporaciéon (Smith, 2002, Pedersen et al,
2004, Nishihara et al, 2005). Es por ello que, la informacién sobre la afinidad de las macroalgas por
nitrato o amonio y su relacidn con el crecimiento se ha estudiado en un nimero relativamente amplio

de especies (Tabla I).



Tabla I. Estudios reportados de preferencias de fuentes de nitrégeno para algunas especies de macroalgas.
(Tomado de Hanisak, 1983)

A. Especies que crecen de forma similar en NO; o NH,"

Codium fragile Stackhouse
Chondrus crispus Stackh.
Fucus spiralis L.

Gracilaria tikvahiae McLachlan
Porphyra tenera Kjellman

Hanisak, 1979

Neish y Fox, 1971
Topinka y Robbins, 1976
Lapointe y Ryther, 1978
Iwasaki, 1967

B. Especies que crecen mejor en NO; que NH,

Gelidium amansii Lmx.
Gonotrichum elegans
Nemalion multifidum Agardh
Palmaria palmata Linnaeus

P. tenera

Yamada, 1961y 1972
Fries, 1963

Fries, 1963

Morgan y Simpson, 1981
Iwasaki, 1967

C. Especies que crecen mejor en NH,  que NO3°

Chordaria flagelliformis Agardh
G. tikvahiae

Neoagardhiella baileyi Wynne
Pterocladia capillacea Bornet

Probyn (1981)

DeBoer et al (1978)
DeBoer et al (1978)
Calabrese y Felicini (1970)

Sin embargo, pocos estudios han determinado la capacidad y el tiempo en que una macroalga,
deficiente en nitrégeno, es capaz de asimilar el nitrégeno del medio para incrementar su contenido de
proteina. Este tipo de evaluaciones permitiria seleccionar especies aptas como fuente de proteina, ya

sea en harinas o directamente como forraje marino.

Diversos estudios demuestran que se puede generar un mejor crecimiento en especies de interés
comercial al implementar dietas con macroalgas enriquecidas en sistemas de cultivos integrados, donde
los efluentes de cultivos de animales marinos son utilizados para fertilizar las macroalgas (Shpigel et al,
1996, Neori et al, 1998, Shpigel et al, 1999, Boarder y Shpigel, 2001, Taylor y Tsvetnenko, 2004, Viera
et al, 2005, Cruz-Sudarez et al, 2008). Estos estudios parten de la capacidad que tienen las macroalgas de
tomar y almacenar nutrientes cuando estos estan disponibles en abundancia, para ser utilizados
posteriormente. Asi, es posible considerar la posibilidad de incrementar el valor nutricional de las
macroalgas mediante fertilizaciones controladas. La respuesta de las diferentes especies de macroalgas
a fertilizaciones artificiales varia segun sus caracteristicas genéticas, fisioldgicas y morfolégicas, por lo
gue habria que evaluar a cada especie de interés. En primera instancia seria necesario determinar la

afinidad de la macroalga a las diferentes fuentes de nitrégeno. Por otro lado, cuando las plantas se



fertilizan en condiciones favorables de luz y temperatura, el crecimiento del alga pudiera reflejarse en
una menor concentracion de proteina en el tejido. Fertilizaciones de corto plazo, en condiciones de

obscuridad podrian favorecer el incremento en proteina.

En Baja California existen varias especies nativas, como Ulva lactuca Linnaeus, Eisenia arborea
Areschoug y Chondracanthus squarrulosus (Setchell y N. L. Gardner) J. R. Hughey, P. C. Silva y
Hommersand, las que presentan un gran potencial para su utilizacion como una fuente de proteina
dietética. Se ha observado una alta variabilidad en el contenido proteico a lo largo del afio en U. lactuca
(Castro-Gonzalez et al, 1996) y E. arborea (Hernandez-Carmona et al, 2009). Para C. squarrulosus no se
ha realizado algun estudio que determine la variabilidad proteica estacional in situ o en laboratorio. Para
conocer en estas tres especies, su capacidad para incrementar el contenido proteico en su tejido,
mediante fertilizaciones controladas, deberd ser necesario responder a las siguientes interrogantes:
¢Cudl es la fuente de N que prefieren?, y en el corto plazo (horas), éseran capaces de aumentar su

contenido proteico?

Este estudio examina la tasa de consumo de dos fuentes de nitrogeno (NO; y NH,") para evaluar si
existe una preferencia por alguna forma de nitrédgeno, y en cultivos en tanques se determinara el tiempo

en que las algas serdn capaces de incrementar el contenido de proteinas en sus tejidos.



OBIJETIVO GENERAL
e Conocer la factibilidad de incrementar a corto plazo (horas) el contenido de proteina en Ulva

lactuca, Eisenia arborea y Chondracanthus squarrulosus mediante fertilizaciones controladas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Identificar si existe una preferencia entre NO; y NH," en Ulva lactuca, Eisenia arborea y

Chondracanthus squarrulosus.

e Estimar el incremento de proteina en Ulva lactuca, Eisenia arborea y Chondracanthus

squarrulosus en funcidn del tiempo, al ser fertilizadas con la fuente de N de su preferencia.

HIPOTESIS.
Mediante fertilizaciones con una fuente de nitrégeno, el contenido de proteinas en macroalgas puede

incrementarse en un plazo de horas.

METODOLOGIA.

Cinética de nutrientes

Tasa de consumo de nitrégeno en funcion de la fuente y concentracion de sustrato

Para conocer si existe preferencia por NO; o NH," en las tres especies, se hicieron ensayos de cinética.
Las algas se obtuvieron de Bahia San Quintin y de cultivos del drea de tanques del Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas (110). Se trabajé con organismos de cultivo de E. arborea (juveniles), y C.
squarrulosus; U. lactuca se extrajo del medio silvestre. Se mantuvieron en las instalaciones de la UABC
en cultivo estatico en agua de mar sin fertilizar, hasta que se observd una decoloracién tipica de bajos
nutrientes (aproximadamente un mes). Se hizo una medicién inicial del contenido de nitrégeno en el
tejido (método micro Kjeldahl) y una muestra previa a los experimentos para verificar la disminucién en

el % de N en el tejido.

Posteriormente se pesaron 2 g del alga y se introdujo en matraces marca Pyrex (150 mL) y se inoculé
bajo condiciones estériles (mechero encendido), con 100 mL de medio de enriquecido. Los medios de
cultivo se prepararon con agua de mar filtrada (filtros millipore 0.45 um, marca Whatman), pasada por

luz ultravioleta (UV) y autoclave (Market Forge Industries Inc. Sterilatic, STME) a 120 °C por 15 minutos.



Para cada fuente de nitrégeno se prepard un gradiente de concentracién; para NO; de 60, 120, 180, 240
y 300 pM, y con NH," de 120, 240, 360, 480 y 600 uM. Se utilizéd una concentracién mas alta con NH,"
por resultados de curvas de calibracion previas a los ensayos de cinética (datos no mostrados). Los
cultivos se pusieron en el incubador por una hora a 15 °C y 300 umol fotén m? s, con agitacién (cada
qguince minutos). Para determinar el consumo, se midié la concentracidn inicial (Bo) y final (B¢) de NOs'y
NH," después de la hora de incubaciéon. Cada muestra se pasé a través de filtros Whatman GF/F de 0.7
um y posteriormente se vacid en recipientes de plastico de 50 mL tipo Falcon, se refrigeraron vy
almacenaron para medir el consumo de nitrégeno (analizador HATCH modelo DR2800). Cada

tratamiento se realizd por triplicado y un control (sin material algal).

El consumo de nitrégeno se determind por la desaparicion de este dentro del medio. Para el cdlculo se
utilizé la siguiente ecuacion:
C=(Bo—B¢)/ (tx ps)
donde;
C: es la tasa de consumo (umol-g peso seco -h™),
By: es la concentracidn inicial del sustrato (M),
B:: la concentracion final (uM),
t: es el tiempo (h) y

ps: es el peso seco del alga (g).
Los valores fueron ajustados al volumen donde se realizaron las inoculaciones (100 mL). La habilidad de
las macroalgas para incorporar NO; o NH," se valoré utilizando la velocidad de consumo y el valor de la

pendiente.

Asimilacion de nitrégeno

Para determinar el tiempo de asimilacidon de nitrégeno y el aumento del contenido proteico en plantas
fertilizadas se implementd un disefio que incluyera plantas fertilizadas bajo condiciones de luz y
obscuridad. El tratamiento de plantas en obscuridad se incluyd para que, en la medida de lo posible,
inhibir el crecimiento del alga y favorecer el incremento en proteina. Para ello se implementd la
siguiente metodologia. Se pre-acondicionaron las algas para disminuir las reservas de N en los
organismos, manteniéndolas en un tanque con aislamiento térmico de 1 m?, en cultivo estético, en agua

de mar filtrada (20 u), pasada por UV con aireacion. Durante esta fase, semanalmente se tomaron



muestras de tejido (2 g) para analizar el contenido de nitrogeno total y determinar cuando los
organismos habian reducido sus reservas de nitrégeno.

Sobre un tanque de 1 m® con agua de mar, se monté una estructura de PVC que dio soporte a nueve
recipientes de plastico marca Cambro (de 4 litros cada uno). Se aplicaron 3 tratamientos: a) Sin fertilizar
con 100% de irradiancia, b) fertilizado con 100% de irradiancia y c) fertilizado con 0% de irradiancia.
Cada tratamiento se realizd por triplicado. En base a los resultados de cinética, la fertilizacién se hizo
con sulfato de amonio ((NH,"), SO,) y acido fosférico (HsPO,). La concentracidn fue de 600 uM (NH,"),

SO,y 30 uM de H3PO,, respectivamente.

Para disminuir la irradiancia al 0%, se forro el recipiente Cambro y la tapadera con plastico negro y cinta
adhesiva de tela gris. A cada recipiente se le colocé una linea de aireacion; en el tratamiento c) se hizo

una perforacion en la tapa (Figura 1).

Se trabajo con organismos silvestres de E. arborea y U. lactuca, mientras que de C. squarrulosus con
plantas de cultivo. Los cultivos con U. lactuca en cada recipiente (9 en total) se inocularon con 30 g de
material algal; para C. squarrulosus y E. arborea se utilizaron 60 g en cada recipiente. La colecta de
muestras se hizo cada 12 horas por un periodo de 48 horas. En U. lactuca las muestras retiradas cada 12
horas fueron de 6 g, y para C. squarrulosus y E. arborea de 12 g. Las muestras se colocaron dentro de
una estufa de conveccidn (Yamato Drying oven DX 600) a 60 °C por un periodo mayor a 72 horas. Para
evitar la rehidratacion de las muestras, hasta su analisis, se dejaron dentro de una cdmara de desecacion
marca Nalgene con sulfato célcico (CaSO,) como material dehidratante. La irradiancia y temperatura en
los cultivos se midié con analizadores marca Hobo y el programa HOBOware Pro para el vaciado de

datos.

Se estimo el porcentaje de velocidad de crecimiento relativo por dia del cultivo utilizando la siguiente
formula:
R =In (W:/W,) * 100
donde;
R es el porcentaje de incremento por dia,
W: es el peso final (g) y

W, es el peso inicial (g).



Fig. 1. Cultivo de macroalgas para determinar la asimilacién de NH, en funcién del tiempo en condiciones
naturales de luz y oscuridad.

Contenido de nitrogeno proteico

El contenido de nitrégeno en el tejido de las macroalgas, se determiné por el método micro Kjeldahl
(AOAC, 1990). Para ello se utiliz6 una muestras de 0.1 + 0.02 g (peso seco) la que se triturd en un
mortero. Posteriormente se colocé en un digestor con los reactivos apropiados y la destilacion se realizd
por arrastre de vapor, recibiendo el destilado en una solucién de acido bérico. La titulacién se hizo con
acido clorhidrico (HCI) valorado. El factor de conversién de nitrégeno a proteina fue de 6.25 (AOAC,

1990).

Contenido de nitrégeno no proteico

Se colocaron de 0.1 a 0.2 g de muestra seca y molida en 10 mL de agua destilada, se homogenizd y se
adicionaron 10 mL de &cido tricloroacético (TCA) al 24%, se agitd, se dejé reposar por 10 minutos y
posteriormente se centrifugé a 1000 RPM por 10 minutos. Del sobrenadante se tomd una alicuota de 5

mL para la digestidn, destilacién y titulacién por el método micro Kjeldahl, evaluando el nitrégeno libre.

Andlisis de datos y estadisticos

El consumo de NO; y NH," en los experimentos de cinética se realizé con los datos de velocidad de
consumo y el valor de la pendiente. Para determinar si en la asimilacién de nitrogeno existian
diferencias significativas entre los tratamientos fertilizados con (NH,"), SO, se aplicé una prueba de

andlisis de varianza de una via (ANOVA) con un nivel de significancia de p<0.05 (Zar, 1999).



RESULTADOS.

Cinética de nutrientes

Tasa de consumo de nitrégeno en funcion a la concentracion de sustrato.

En las tres macroalgas, las plantas mostraron un mayor consumo cuando se fertilizaron con (NH,"), SO..

En Ulva lactuca la tasa de consumo de NO'; presenté un valor minimo de 0.00 pmol g ps™* h™ en el medio
de 60 UM y un maximo de 29.87 umol g ps* h™ en 300 uM. Para NH," el consumo minimo fue 53.95
umol g ps* h™ en el medio de 120 pM y un méaximo de 211.11 pmol g ps™* h™ a 600 uM (Tabla 11). Los
valores de la pendiente con NO; y NH," fueron 0.116 + 0.028 y 0.330 * 0.043, respectivamente (Figura
2).

- ]
‘= 200-
Lo |
'a a =0.330+0.043
oo 1507 R?=0.9500
o
S
3 1001
o]
S
a 504 a =0.116 £0.028
S . R?=0.7505
© 0+ ’ T T T 1

0 120 240 360 480 600

Concentracion (LM)
- NaNO_3 - (NH4)2504

Fig.2. Consumo de NaNO’;y (NH,4),SO,4 (umol g ps'1 h'l) en una hora en U. lactuca limitada de nitrégeno, a = valor
de la pendiente.



En Eisenia arborea la tasa de consumo de NO’; presenté un valor minimo de 3.80 umol g ps* h™ en el
medio de 60 UM y un maximo de 22.63 pmol g ps* h™ en 240uM. Con NH," el consumo minimo fue
27.52 pmol g ps™* h™ en el medio de 120 uM y un maximo de 139.18 pmol g ps™* h™ a 600 uM (Tabla II).
Los valores de la pendiente con NO; y NH," fueron 0.066 + 0.031 y 0.207 + 0.059, respectivamente
(Figura 3).

200- o =0.207 +0.059
R?=0.8175
150+
( J

100+

Consumo (pumol gps'1 h'l)

504 o =0.066 +0.031
R?=0.5894
0' T T T T 1
0 120 240 360 480 600

Concentracion (uLM)
- NaNO-3 —@— (NH4)2504

Fig.3. Consumo de NaNO’3y (NH,),S0, (umol g ps™ h™") en una hora en E. arborea limitada de nitrégeno, o = valor
de la pendiente.

Chondracanthus squarrulosus presentd una tasa de consumo de NO’; que incrementd en forma gradual,
con un valor minimo de 3.88 pmol g ps™ h™* para el medio de 60 M y un maximo de 27.08 pmol g ps™ h°
' en 300 pM. Con la fuente de NH,", el consumo minimo fue de 39.56 umol g ps™ h™ en el medio de 120
UM y un maximo de 132.05 umol g ps™* h™ a 480 uM (Tabla Il). Los valores de la pendiente con NO’; y
NH," fueron 0.093 + 0.006 y 0.239 + 0.038, respectivamente (Figura 4).
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Fig.4. Consumo de NaNO’;y (NH,4), SO, (umol g ps'1 h™) en una hora en C. squarrulosus limitada de nitrégeno, a =
valor de la pendiente.

Tabla Il. Consumo promedio (n=3) de NaNO;y (NH,), SO4 (umol g ps':l h™) en las tres especies después de 1 hora
de incubacién en 100 mL de medio enriquecido a 15 °Cy 300 umol fotén m™. SD = desviacion estandar.

Consumo SD |Consumo SD |Consumo SD |Consumo SD |Consumo SD |Pendiente (a)
2
NaNO’; [60] [120] [180] [240] [300] 0.116+0.028
Ulva lact 000 + 0.00| 353 + 041| 1855 + 0.90| 1356 + 098] 29.87 + 1.37
valactuca [120] [240] 1360] [480] [600]
(NH,),S04 0.330+0.043
53.95 + 0.39| 66.78 + 0.30| 103.96 + 4.68| 148.99 + 1.18| 211.11 + 1.43
2
NaNO, [60] [120] [180] [240] [300] 0.066+0.031
380 + 0.66] 9.46 + 046| 455 + 056| 2263 + 007| 17.03 + 0.34
480 600
(NH,),S0, [120] [240] [360] [480] [600] 0.207 +0.059
27.52 + 0.90| 58.75 + 0.20| 73.55 + 0.56| 139.18 + 0.89| 111.70 + 0.86
] [60] [120] [180] [240] [300]
0.093 +0.006
Chondracanthus | "NN°s 3.88 + 0.16] 937 + 0.70] 1393 + 0.86| 19.03 + 048] 27.08 + 1.23
squarrulosus |\, <. [120] [240] [360] [480] [600] 0.239+0.038
3956 + 0.12| 69.40 + 0.63| 101.72 + 0.80| 13205 + 0.72]| 131.66 * 1.77
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Pre-acondicionamiento del alga para la reduccion de nitrogeno en tejido.

En todos los casos se detectd una reduccidn de reservas de nitrégeno, el cual fue mayor en U. lactuca y
C. squarrulosus (Tabla ). En U. lactuca bajo de un contenido inicial de N del 2.57% (proteina=16.08%) a
un 0.85% (proteina=5.32%). En C. squarrulosus bajé del 2.66% (proteina=16.61%) a un 0.72%
(proteina=4.51%) y en E. arborea bajé del 3.16% (proteina=19.76%) a un 2.39% (proteina=14.93%).

Tabla Ill. Contenido de nitrégeno total en las tres especies (promedio, n=3), con organismos en condiciones
iniciales y después del pre-tratamiento (limitados de nitrégeno). SD = desviacién estandar. Factor proteico de 6.25.

Nitrogeno |Promedio N Proteina |Promedio P
Condicié SD SD
ondieton (%) (%) (%) (%)
S 2.56 16.00
S Inicial 2.60 2.57 +0.02 16.26 16.08 +0.15
~
Q
2.56 15.98
S
S 0.83 5.18
§ Pre-tratamiento 0.88 0.85 + 0.02 5.53 5.32 + 0.18
0.84 5.25
3.20 19.98
Inicial 315 3.16 + 0.03 19.70 19.76 +0.20
3.13 19.59
2.40 14.97
Pre-tratamiento 235 2.39 + 0.03 14.66 14.93 +0.24
2.42 15.15
‘g 2.50 15.65
(%)
E 3 Inicial 2.70 2.66 £0.13 16.85 16.61 | o087
g 9 17.35
QO 3 2.78 .
S &
o g 0.94 5.87
_§ S | pre-tratamiento |  0.59 0.72 +0.18 3.68 451 | +118
(S 0.64 3.99
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Asimilacion de nitrégeno

La asimilacion de nitrogeno en funcion del tiempo en plantas fertilizadas bajo condiciones naturales

de luz y bajo obscuridad.

Con el resultado de cinética se determind que la fuente de N que prefieren las tres algas en este estudio,
es el (NH,),S0O,, por lo cual todas las fertilizaciones para evaluar el efecto en las reservas de nitrégeno se

realizaron con esa especie quimica.

En U. lactuca el tratamiento que presentd una mayor concentracidon de nitrégeno en el tejido fue el
tratamiento que se fertilizd y con 100% de irradiancia; este a las 24 horas (h) de iniciar el cultivo
presentd el mayor porcentaje de N con un 1.84%. Posteriormente inicié un decremento en el contenido
hasta alcanzar el minimo a las 48 h con 1.50%. Se observé un crecimiento relativo del 0.99% por dia™

(Figura 5).

En el tratamiento fertilizado y con 0% de irradiancia; los cultivos presentaron un valor muy fluctuante en

el tiempo, alcanzando el valor mas alto a las 48 h con 1.71%. El crecimiento relativo fue 0.55% (Figura 5).
El tratamiento sin fertilizar y con 100% de irradiancia; presenté su maximo valor al inicio,
posteriormente este valor se redujo en el tiempo hasta alcanzar a las 48 h un contenido de nitrégeno al

1.48% en el tejido. El crecimiento relativo fue 0.14% (Figura 5).

El analisis estadistico ANOVA evidencid diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (p =

<0.05), ver Tabla VIl (Anexos).
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Ulva lactuca
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1.8 -

1.7

Nitrogeno (%)
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mR: 100% | (s/f) mR: 100% | (f) mR: 0% | (f)

Crecimiento (%)

=8—100% | (sin fertilizar)  —@=—100% (fertilizado) —@=—0%I (fertilizado)

Fig. 5. Asimilacidn de nitrégeno y crecimiento (%) en U. lactuca utilizando (NH,4), SO, como fuente de N cada 12
horas por un periodo de 48. (n=3; R=Biomasa dia™).

En E. arborea el tratamiento que presenté la mayor concentracién de nitrégeno fue el fertilizado y con
0% de irradiancia; la mayor concentraciéon de N en el tejido se alcanzé a las 48 h, con 1.80%. Se obtuvo

un crecimiento relativo del 1.53% por dia™* (Figura 6).
El tratamiento fertilizado y con 100% de irradiancia; presentd su maximo valor a las 24 h con 1.62%,
posteriormente el porcentaje decrecié hasta alcanzar 1.55% a las 48 h. El crecimiento relativo fue 2.85%

(Figura 6).

El tratamiento sin fertilizar y con el 100% de irradiancia; presenté su maximo valor a las 48 h con 1.62%.

El crecimiento relativo fue 2.1% (Figura 6).

El andlisis estadistico ANOVA evidencié diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (p =

<0.05), ver Tabla IX (Anexos).
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Fig. 6. Asimilacion de nitrégeno en E. arborea utilizando (NH,4), SO, como fuente de N cada 12 horas por un periodo
de 48 horas. (n=3; R=Biomasa dl'a'l).

C. squarrulosus presenté una mayor concentracion de nitrégeno en el tratamiento fertilizado y con 0%

de irradiancia a las 36 h con un 1.54%. Se observé un crecimiento relativo del 0.36% por dia (Figura. 7).

El tratamiento fertilizado con 100% de irradiancia, presenté un valor inicial de 1.25% al iniciar el cultivo y
después de 48 horas se observé un decremento del contenido de nitrégeno a 1.12%. El crecimiento

relativo fue 0.17% (Figura. 7).
El tratamiento sin fertilizar y con 100% de irradiancia, la mayor concentracion de nitrégeno en el tejido
se localizd a inicio del experimento, posteriormente el nitrégeno disminuyé hasta alcanzar el minimo a

las 48 h con 1.18%. El crecimiento relativo fue 0.42% (Figura. 7).

El andlisis estadistico ANOVA evidencié diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (p =

<0.05), ver Tabla X (Anexos). .
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Chondracanthus squarrulosus
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Fig. 7. Asimilacién de nitrégeno y crecimiento (%) en C. squarrulosus utilizando (NH,), SO, como fuente de N cada
12 horas por un periodo de 48 horas. (n=3; R=Biomasa dia™).
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Pardmetros fisicos

Temperatura.

En U. lactuca sin fertilizar y 100% de irradiancia; una minima de 18.71 C° y maxima de 26.42 C°; el
fertilizado y con 100% de irradiancia; minima de 18.77 C° y maxima de 25.74 C°; el fertilizado y con 0%

de irradiancia; minima de 18.37 C° y maxima de 23.64 C° (Tabla IV).

Tabla IV. Valores mdximos y minimos de los promedio (n=3) de los tratamientos cada 30 minutos de
temperatura(C®) e irradiancia (LE m™s™) durante el cultivo de U. lactuca por un periodo de 48 horas.

Minima= 18.71 Minima= 0
100% 1 —
(sin fertilizar) — ‘v
b Maxima= 26.42 ~ Maxima= 1460.45
S o €
g [ Minima= 18.77 (NN Minima= 0
t 100% 1 = =3
S (fertilizado) © ey
- = Méxima=  25.74 O Méxima=  2571.87
S ()] Q
L) Q c
S = G
(] Minima= 18.37 © Minima= 0
0% = ©
(fertilizado) s
Maxima= 23.64 Maxima= 0

Con E. arborea sin fertilizar y 100% de irradiancia; presentd minima de 19.76 C° y maxima de 26.30 C°; el
tratamiento fertilizado y con 100% de irradiancia; una minima de 20.01 C° y maxima de 25.55 C°; el

fertilizado y con 0% de irradiancia; una minima de 20.23 C° y maxima de 23.65 C° (Tabla V).
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Tabla V. Valores maximos y minimos de los promedio (n=3) de los tratamientos cada 30 minutos de
temperatura(C®) e irradiancia (LE m?s™) durante el cultivo de E. arborea por un periodo de 48 horas.

Minima=  19.76 Minima= 0
100% | K
(sin fertilizar) - N ‘v .
b Maxima=  26.3 e~ Maxima= 688.89
—
e Minima=  20.01 L Minima= 0
100% 1 ) =3
fertilizado) E =
( qh) Maxima= 25,55 .g Maxima= 1253.79
Q. c
€ 0
Q Minima= 20.23 O Minima= 0
0% I - ©
(fertilizado) =
Maxima= 23.65 Maxima= 0

En C. squarrulosus sin fertilizar y 100% de irradiancia, presentd una minima temperatura de 18.61 C°y
una maxima de 26.42 C°; el tratamiento fertilizado y con 100% de irradiancia una minima de 18.55 C°y
una maxima de 26.52 C°; el cultivo con 0% de irradiancia y fertilizado, minima de 19.47 C° y maxima de

24.09 C° (Tabla V).

Tabla VI. Valores maximos y minimos de los promedio (n=3) de los tratamientos cada 30 minutos de
temperatura(C®) e irradiancia (LE m™ s™) durante el cultivo de C. squarrulosus por un periodo de 48
horas.

(%] Minima= 18.61 Minima= 0

> 100% | —

S (sin fertilizar) F'|cn

S o Maxima= 26.42 Maxima= 1001.19
S @) 0

S — E

S (0] - -

o e Minima= 18.55 wi Minima= 0

@ 100% | S =

‘S (fertilizado) E g

< b Maxima= 26,52 Qo Maxima= 1019.56
) (O] (8]

< Q. c

g o Minima= 19.47 -_6 Minima= 0

3 0% | - ©

§ (fertilizado) =

5 Maxima= 24.09 Méxima= 0
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Irradiancia.
U. lactuca en la condicion sin fertilizar y 100% de irradiancia; alcanzé 1,460.45 uE m? s el tratamiento
fertilizado y con 100% de irradiancia; llegé a 2,571.87 uE m™2 s y el tratamiento fertilizado y con 0% de

irradiancia; 0.00 pE m?2 s (Tabla IV).

Con E. arborea; la condicién sin fertilizar y 100% de irradiancia alcanz6 688.89 WE m? st el tratamiento
fertilizado y con 100% de irradiancia llegd a 1,253.79 uE m™ s™; y el tratamiento fertilizado y con 0% de
irradiancia 0.00 uE m™ s (Tabla V).

C. squarrulosus en la condicién sin fertilizar y 100% de irradiancia alcanzé 1001.19 pE m? s; el
tratamiento fertilizado y con 100% de irradiancia llegd a 1019.56 uE m™ s™ y el fertilizado y con 0% de

irradiancia; 0.00 pE m?s™ (Tabla VI).

El monitoreo por 48 horas en los cultivos mostré que temperatura e irradiancia, tuvieron 2 periodos de
picos y valles; correspondiente al ritmo circadiano. Para todas las especies con luz, los picos tuvieron
una forma abrupta y marcada. Mientras que en el tratamiento en oscuridad, la linea de temperatura
presentd una forma suavizada y reducida, nunca alcanzaron el tamafo de los picos de los otros
tratamientos (Figuras 8, 9 y 10). En obscuridad los picos al iniciar y finalizar el cultivo se deben a la

instalacién y desinstalacion de los termégrafos en los recipientes.
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Fig. 8. Monitoreo cada 30 minutos de temperatura(C®) e irradiancia (LE m™ s™) durante el cultivo de U. lactuca por un periodo
de 48 horas, la figura (d) 100% I (sin fertilizar), (e) 100% | (fertilizado) y (f) 0% | (fertilizado).
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Fig. 9. Monitoreo cada 30 minutos de temperatura(C®) e irradiancia (LE m? s’l) durante el cultivo de E. arborea por un periodo
de 48 horas, la figura (g) 100% I (sin fertilizar), (h) 100% | (fertilizado) y (i) 0% | (fertilizado).
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Fig. 10. Monitoreo cada 30 minutos de temperatura(C°®) e irradiancia (UE m? s’l) durante el cultivo de Chondracanthus
squarrulosus por un periodo de 48 horas, la figura (a) 100% | (sin fertilizar), (b) 100% | (fertilizado) y (c) 0% | (fertilizado).
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Nitrogeno no proteico

Se consideré el tratamiento con el porcentaje de nitrégeno mas alto de las 48 horas de cultivo de cada

una de las especies para determinar el nitrégeno no-protéico. En C. squarrulosus fue a las 36 horas de

iniciar el cultivo, el porcentaje de N se encontré entre 0.08 — 0.13%, para U. lactuca a las 24 horas con

contenidos de N entre 0.04 y 0.05%, y E. arborea a las 48 horas de 0.05-0.08%. (Tabla VII).

Tabla VII. Determinacién de nitrégeno no proteico para aplicar factor de correccidon a los valores
nitrégeno total para las tres especies de macroalgas (n=3).

Especie Tiempo Condicion N no Proteico N Total (%) | . N Proteico (%) i
(hora) (%) Nitrogeno Proteina

100% | (sin fertilizar) 0.04 1.49 1.45 9.05
Ulva lactuca 24 100% I (fertilizado) 0.04 1.84 1.80 11.27
0% | (fertilizado) 0.05 1.70 1.65 10.33

100% | (sin fertilizar) 0.06 1.62 1.56 9.75

48 100% | (fertilizado) 0.05 1.55 1.51 9.41
0% I (fertilizado) 0.08 1.80 1.72 10.77

100% | (sin fertilizar) 0.09 1.20 1.11 6.94

C’;:Z:: ':Z;’;Ts"s 36 | 100% (fertilizado) 0.13 1.17 1.04 6.52
0% I (fertilizado) 0.08 1.54 1.46 9.15
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DISCUSION.

Cinética de nutrientes

Tasa de consumo de nitrégeno en funcion a la concentracion de sustrato

Se observd una tendencia similar en la tasa de consumo de nitrégeno en las tres especies, con una
mayor afinidad por el amonio (NH,") sobre el nitrato (NO7) y donde la principal diferencia fue la
cantidad de nitrégeno que pueden consumir. La tasa de consumo fue mas alta en Ulva lactuca (Figura.
2) que en las otras dos especies (Figuras. 3 y 4) lo cual es congruente con el concepto de funcidon-forma
donde U. lactuca presenta una mayor area con respecto a su volumen (Lobban y Harrison, 1994),
mientras que la relacidn area: volumen de E. arborea (juvenil) y C. squarrulosus es relativamente similar.
En trabajos realizados en Ulva pertuosa Kjellman se observé que su velocidad de consumo fue superior
que las demas especies, debido a una mayor area/volumen, con un consumo alto y una relativa baja
capacidad de almacenamiento, donde su tasa de crecimiento esta altamente relacionado con la
disponibilidad de nitrogeno en el medio (Jing-Wen y Shuang-Lin, 2001). Estas variaciones sistematicas
en sus consumos de cinética estan relacionadas a diferencias en su morfologia algal, donde los
organismos con frondas y talos delgados (monostromaticos) consumen los nutrientes mds rapido por

unidad de biomasa que las especies con frondas y talos anchos (Pedersen y Borum, 1997).

El amonio en E. arborea y C. squarrulosus presentd una disminuciéon en la velocidad de consumo de N a
medida que aumento la concentracién, mientras que U. lactuca su consumo se mantuvo lineal a medida
que aumenté la concentracién (Figura. 2). Este comportamiento se ha observado en otras especies de
algas como: N. baileyi, Gracilaria foliifera Bgrgesen, G. tikvahiae, Gracilaria pacifica Abbott,
Chaetomorpha linum Kiitzing, Ulva fenestrata Postels y Ruprecht y Ulva rigida Agardh, lo cual es muy
comun al utilizar en el cultivo formas reducidas de nitrégeno inorganico (Mariachiara y Wheeler, 1999,
Smit, 2002, Runcie et al, 2003). E. arborea y C. squarrulosus pierden la linealidad en su tasa de consumo,
debido a un inicio en la saturacion en el tejido (Figuras. 3 y 4). Jing-Wen y Shuang-Lin (2001), en
trabajos similares con otras especies de macroalgas, determinaron una pérdida en la linealidad tipica del
consumo de NH," debido a la acumulacién de nitrégeno intracelular y a la inhibicién de la

retroalimentacion en los procesos de transporte.

En los sistemas costeros la fuente mas abundante de nitrégeno inorgdnico es el nitrato (Lobban vy
Harrison, 1994). Sin embargo, cuando existe una disponibilidad de amonio el comportamiento comun

que se observa es una preferencia por esta especie quimica, aunque existen excepciones. Esta mayor
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afinidad se explica debido a que para reducir el nitrato se requieren ocho electrones extras mientras que

el amonio se asimila de forma directa (Lobban y Harrison, 1994; Rees et al, 2007).

Asimilacion de nitrégeno

En este estudio se considerd una especie anual (U. lactuca), una pseudo-perene (C. squarrulosus) y una
perene (E. arborea) y cada una de ellas presenta estrategias fisiolégicas de sobrevivencia diferentes,
incluyendo sus capacidades de almacenamiento de N (Fujita, 1985). Por lo tanto, es de esperarse
respuestas diferentes a la asimilacidn de N. La asimilacién del N bajo los diferentes tratamientos de luz y
obscuridad mostrd algunas generalidades para todos los tratamientos sin fertilizar, pero variantes en los
tratamientos fertilizados de acuerdo a la morfologia y fisiologia de cada especie. En todos los casos, las
plantas sin fertilizar mantuvieron un valor bajo o un decaimiento en el contenido de N, mientras que en
los casos fertilizados, tanto en luz como obscuridad, se observd un enriquecimiento que varié en tiempo
y concentracion de acuerdo a la especie. En E. arborea y C. squarrulosus fue similar.

Ambas especies mostraron un mayor enriquecimiento de N bajo el tratamiento de fertilizado con 0% de
irradiancia (Figuras. 6 y 7); mientras que U. lactuca mostrd su pico mas alto en el tratamiento fertilizado

con 100% de irradiancia (Figura 5).

En ciertas especies de algas limitadas en N, se ha visto que la asimilaciéon de NH," puede aumentar de
cuatro a cinco su valor normal (Syrett, 1962). El enriquecimiento de N varié entre 10-18% en el grupo de
especies estudiadas. Mientras que el tratamiento de obscuridad parecid estimular el incremento de N
en el tejido, es de esperarse que se presentara un umbral donde se agotan las reservas de ATP que
pudieran mantener el metabolismo de asimilacion de N. Es probable que este umbral pudiese
incrementarse si la planta se expusiera a periodos intermitentes de luz que permitieran generar ATP. Por
otro lado, el incremento de proteina como el logrado en los tratamientos utilizados en este estudio
(14.2% en promedio) pueden resultar relevantes cuando se trata de alimentar organismos en cultivo.

En caso de Ulva, el tratamiento con luz mostré el mayor enriquecimiento a las 24 horas, para después
decaer por debajo del tratamiento de obscuridad. Ulva es considerada una especie oportunista que

responde mas rapidamente a cambios ambientales (Barr, 2007).

. . .. 2 1 . .
Algunas especies del eulitoral presentan una saturacidn por luz a los 500 pE m™ s, las laminariales y
otras especies de la parte media del sublitoral se saturan a los 200 pE m™ s, mientras que las algas rojas

de aguas profundas solo requieren 100 pE m™ s™ para su saturacién, pudiéndose considerar a las algas
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III

del intermareal como “plantas de sol” y aquellas del submareal como “plantas de sombra” (Lobban y

Wynne, 1981, Liining, 1990). Aparentemente, las caracteristicas oportunistas de U. lactuca le
permitieron responder al incremento de N rdpidamente a pesar de estar expuesta a altas irradiancias.

Sin embargo, esta condicién no se mantuvo por mas de 24 horas.

En este estudio U. lactuca mostrd un comportamiento diferente a las otras dos especies; la
concentracion mas alta de nitréogeno se observd en la condicidn fertilizado con 100% de irradiancia, que
dada la distribucion ecoldgica de esta especie en la zona del intermareal, con caracteristicas
morfoldgicas v fisioldgicas tipicas de un alga oportunista (foliosa con una alta razén area/volumen vy las
constantes de saturacion de N mas altas en este trabajo) cuando se encuentra en niveles altos de
nutrientes, el crecimiento y la fotosintesis estan relativamente acoplados y presentan una saturacién de
luz a irradiancias similares. Esta respuesta es una adaptacién del organismo para reducir la acumulacién
de reservas, lo que permite el crecimiento a la mejor tasa dado los nutrientes disponibles en el medio
(Dring, 1982). U. lactuca inicidé con un contenido de nitrégeno del 1.60% y a las 24 horas alcanzo un
1.84%, con un aumento del 13.23% (Figura. 5). Esta situacion podria explicar lo que sucedié entre las 36
a 48 horas del experimento (Figura. 5), la planta tuvo un consumo alto que permitié un crecimiento
hasta las 24 horas, pero las Gltimas horas del cultivo se alcanzé una irradiancia de 2571.87 uE m™ s™
(Tabla IV) que pudo generar una fotoinhibicién y reducir el nimero de pigmentos proteicos. Similar a lo

gue se vio en las otras dos especies en los tratamientos de 100% de irradiancia fertilizado y sin fertilizar.

El tratamiento sin fertilizar 100% de irradiancia tuvo un decremento que se mantuvo constante durante
el cultivo, incluso el crecimiento de biomasa fue el menor de los tres tratamientos con un 0.14% (Figura
5). La irradiancia y la disponibilidad de nitrédgeno regulan la fotosintesis, tasas de crecimiento y consumo
de nutrientes en U. lactuca (Duke et al, 1986) y debido a que la planta no tuvo la presencia de N en el
cultivo e irradiancias cercanas a 1460.45 ME m™ s™ (Tabla 1V), pudo afectar de manera negativa la
fisiologia del organismo. El tratamiento fertilizado con 0% de irradiancia, aunque no presentd el valor
mas alto de N mostrdé un incremento no lineal, siguiendo una tendencia a la temperatura del cultivo. Se
ha reportado que la temperatura dptima para el desarrollo de U. lactuca es a los 18 °C (Pacheco-Ruiz et
al, 2003), y esta influye de forma directa en la actividad de la producciéon de enzimas (RUBISCO) que
regula las tasas de crecimiento (Davison y Davison, 1987). En esa condicidn se observé incrementos en
la concentracion de N (Figura. 5) a las 24 horas y cercano a las 48 horas, donde se obtuvo los picos mas

altos de temperatura (Figura. 8).
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E. arborea se distribuye desde la zona intermareal hasta los 34 m de profundidad (Spalding et al, 2003).
Demuestra una gran tolerancia a temperaturas altas (25°C- 27°C, Dieck, 1993), la cual le brinda una
mayor persistencia durante y/o en la recuperacion de los periodos de eventos extremos, como los afios
ENSO donde la temperatura aumenta, (Hernandez-Carmona et al, 2001; Hernandez-Carmona et al,
2011; Matson y Edwards, 2007; Parada-Sanchez et al 2012). Considerando esto, la temperatura maxima
del experimento con E. arborea (23.65°C) no fue causa que impidiera al organismo consumir y asimilar N
(Tabla V). En el tratamiento fertilizado con 0% de irradiancia, E. arborea al presentar adaptaciones
fisiolégicas a condiciones limitadas de luz, le permite incorporar nutrientes del medio en forma
paulatina para almacenar nitrégeno. Esto puede estar relacionado con el aumento de biomasa, que al
ser comparado contra los otros dos tratamientos fue el menor con 1.53% (Figura. 6). Los tratamientos
de 100% de irradiancia fertilizado y sin fertilizar, tuvieron concentraciones mas bajos de nitrégeno en el
tejido, pero un crecimiento de 2.85% donde se fertilizd y 2.1% en el tratamiento no fertilizado (Figura.
6). Estos crecimiento se obtuvieron a pesar de encontrase en una irradiancia fuera de su limite de
tolerancia; para el tratamiento sin fertilizar 100% de irradiancia (688.89 pE m™ s™) y fertilizado con 100%
de irradiancia (1253.79 uE m™? s™) (Tabla V). Cercano a las 48 horas ambos tratamientos mostraron
diferentes tendencias, esta variacién se puede explicar por la irradiancia alta que se presenté en el
tratamiento fertilizado que pudo causar un fotoestrés y con esto una disminucién en el contenido de N.
Mientras que en el tratamiento que no se fertilizd, aunque las condiciones fueron menos severas

(Figura. 9), se desconoce que factor generd el incremento de N al finalizar el cultivo.

C. squarrulosus es una especie que se distribuye desde la zona del submareal hasta una profundidad
aproximada de 5 m. Se ha observado que esta especie presenta ventajas fotosintéticas sobre otras
especies al estar en temperaturas bajas y periodos cortos de luz, lo cual es consistente con su mayor
tasa de crecimiento durante los meses de invierno en campo (Cabello-Pasini et al, 2003). En el
tratamiento fertilizado con 0% de irradiancia, se observé un claro enriquecimiento a las 36 horas
seguido de una disminucidn a las 48 horas, de acuerdo a lo planteado en la hipétesis. Como se menciond
anteriormente, este comportamiento se puede atribuir al decaimiento de ATP entre las 36 y 48 horas
(Figura. 7). El enriquecimiento de N en el tejido no se vio afectado por el incremento de biomasa del
organismo; el crecimiento relativo en los tres tratamientos fue bajo (0.17%-0.42%), pudiendo el N irse
directamente como reserva en su tejido. Lo que respecta a los otros dos tratamiento de 100% de
irradiancia fertilizado y sin fertilizar se observd que la irradiancia alcanzé periodos que pueden

considerarse no Gptimos para esta especie, con valores por arriba de 1000 uE m™ s™ (Tabla VI). El
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periodo de exposicidn a las altas irradiancias durante el cultivo (Figura. 10), pudo haber generado un
estrés que causo el decremento de nitrégeno en la figura 7, debido a que en altas irradiancias el
contenido de pigmentos puede disminuir para evitar una inhibicién irreversible en el sistema

fotosintético (fotodano) y la fotoinhibicién (Luning, 1990).

La captacion de N por las algas puede inhibirse cuando se tienen altas reservas celulares. Se sabe que las
fuentes de N se pueden conservar como nitrégeno vacuolar (Hanisak, 1983) lo cual nos daria un dato no
real del contenido de nitrégeno proteico. Al no ser asimilado por el organismos se considera nitrogeno
no proteico, como: aminodcidos libres, clorofila, nitrato, nitrito, iones de amonio y acidos nucleicos (Se-
Kwon, 2012). En este estudio se observé que el N no proteico fue despreciable (intervalos de 0.04 al

0.13%), por lo cual, los resultados de enriquecimiento de N pueden suponerse proteicos (Tabla VII).

Con los resultados obtenidos de la asimilacién de las tres especies, se observd que la interaccion de
combinacion de factores fisicos (luz y temperatura) y quimicos (fuente de nitréogeno), aunado a la
funcion-forma y estrategias de sobrevivencia de cada una, resultan en respuestas fisioldgicas diferentes.
Este estudio demuestra que es posible estimular el enriquecimiento del alga baja en nutrientes
mediante fertilizaciones de corto plazo (horas) y que, en términos generales, fertilizaciones en
obscuridad tienden a incrementar el enriguecimiento. Sin embargo, la respuesta es especifica para cada
especie y el enriquecimiento tiene un umbral que para la variedad de especies consideradas en este

estudio fue de un enriquecimiento del 10 al 18% del valor inicial.
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CONCLUSIONES.

En los experimentos de cinética, en funcién de la fuente de N, (NH,"), SO, y NaNOs™ se observé

una mayor afinidad por la fuente de amonio en las tres especies.

El tamafio de la pendiente fue mayor al doble en el consumo de (NH,"), SO, contra NaNO3, en

las tres especies.

Las variaciones de consumo se asocian a diferencias en la morfologia, los organismos con
frondas y talos delgados (monostromaticos) consumen los nutrientes mas rapido por unidad de

biomasa.

La fertilizaciéon con NH," permitié incrementar el nivel de N en las tres especies; C. squarrulosus
en un 18.65% a las 36 horas, U. lactuca en 13.23% a las 24 horas y E. arborea un 10.71% a las 48

horas.

El N no proteico fue relativamente bajo; U. lactuca tiene el contenido mas alto de N (1.84%),

seguida por E. arborea (1.72%) y al final C. squarrulosus (1.46%).

El trabajo demuestra la factibilidad de incrementar el valor nutrimental (proteina) en periodos
de 24 a 48 horas en C. squarrulosus, E. arborea y U. lactuca por medio de fertilizaciones

controladas.
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*ANEXOS.

Tabla VIII. Valores de nitrégeno total en muestras de en Ulva lactuca utilizando (NH,), SO, como fuente de N cada
12 horas por un periodo de 48 horas. Todos los valores son promedios; n=3.

Toma de
Condicion muestra Nitrogeno (%) SD Proteina (%) SD
(Hora)
0 1.60 9.98
100% | (Sin 12 1.50 9.40
. 24 1.49 +0.04 9.59 +0.30
fertilizar) 36 1.49 9.28
S 48 1.48 9.25
g 0 1.60 10.00
"c; 100% | 12 1.68 10.52
S - 24 1.84 £0.12 11.52 +0.79
s | (fertilizado) 36 1.71 10.67
> 48 1.50 9.39
] 0 1.63 10.16
0% | 12 1.51 9.47
24 1.70 +0.08 10.65 +0.50
(fertilizado) 36 1.60 10.02
48 1.71 10.70
Fcal 3.97
Fa,2,12 3.88
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Tabla IX. Valores de nitrégeno total en muestras de en Eisenia arborea utilizando (NH,4), SO, como fuente de N

cada 12 horas por un periodo de 48 horas. Todos los valores son promedios; n=3.

Toma de
Condicion muestra Nitrogeno (%) SD Proteina (%) SD
(Hora)
0 1.57 9.79
100% | (Sin 12 1.54 9.65
. 24 1.56 £0.02 9.78 £0.18
fertilizar) 36 1.56 9.74
48 1.62 10.13
0 1.57 9.79
100% | 12 1.56 9.74
- 24 1.62 £0.02 10.10 £0.17
(fertilizado) 36 1.60 10.01
48 1.55 9.71
0 1.61 10.06
0% | 12 1.72 10.75
. 24 1.66 +0.07 10.38 +0.44
(fertilizado) 36 1.69 10.53
48 1.80 11.26
Fcal 10.68
F 0,2,12 3.88
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Tabla X. Valores de nitrogeno total en muestras de en Chondracanthus squarrulosus utilizando (NH,), SO, como
fuente de N cada 12 horas por un periodo de 48 horas. Todos los valores son promedios; n=3.

Toma de
Condicién muestra Nitrogeno (%) SD Proteina (%) SD
(Hora)
0 1.31 8.21
100% | (sin 12 1.26 7.85
. 24 1.22 +0.05 7.62 +0.31
. fertilizar) 36 1.20 7.51
S v 48 1.19 7.43
"E a 0 1.26 7.85
S g 100% | 12 1.21 7.59
S = o 24 1.17 +0.04 7.31 +0.30
S S (fertilizado) 36 1.17 7.30
S 3 48 1.13 7.04
_g (71 0 1.26 7.85
Q 0% | 12 1.26 7.90
24 1.35 +0.12 8.42 +0.78
(fertilizado) 36 1.54 9.65
48 1.25 7.79
Fcal 3.90
Fo212 3.88
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